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緒 論
ブ レオ マ イ シ ン (以 下BL Mと略す)は , 19.62年梅沢 らに よ り発見 され た塩基性
水溶性グリ コ ペ プチ ド系の 抗腫癌性抗生物質で あ り
1 '
, 皮膚 , 頭頚部 , 食道, 節 ,
子宮などの窟平上皮癌, 悪性リ ン パ 腫, 軍丸腫癌な どに対 して 用 い られて い る
2 , 3 )
8
F ig. 1にB LMの化 学構造を示す . 臆床で用 い られて い るB LMは , 末端ア ミ ン と し
て ジメチ ル ス ル フ ォ ニ ウ ム プロ ピル ア ミ ン を持 つB L 阿-A2 と ア グマ チ ン を持つ BL 対- B2
と を主成分 とす る混 合物で ある ｡ ま た近年, B LMの誘導体で ,
ミ ノ プ ロ ピル ア ミ ン を末端ア ミ ン と して も つ ペ プ ロ マ イ シ ン
開発さ れた ヰ ･ S ' ｡
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Fi白. 1. Str u ctu r e of ble omycin a nd peplo mycin
BL附ま, Cu(ⅠⅠ), Fe(ⅠⅠ), Fe(ⅠⅠⅠ), Zn(ⅠⅠ), N i (ⅠⅠ), Co(ⅠⅠ), Co(ⅠⅠⅠ)な どの
各種金属イ オ ン と等 モ ル の錯体を形成す る
6 '
o こ れ ら錯体の うち , BL柑- Cu(Ⅰ)が
最も 安定なため , B L Mは , 生産菌 蜘 地 の 培養連破 か ら音色
の鋼錯体 と して 単離 され る
l )
o こ のBLM-Cu(ⅠⅠ)は, 銅を除 い たm eta 卜fre eB L 班
(以下m卜B LMと略す) と 同様に培養癌細胞 , 実験動物腫癌に対 して 坑腫癌効果を
示 した が
1 ･ 7 - 9 '
, よ り毒性の低 い m卜B LMが薬剤と して 開発され た
9
7
1 8 '
｡
BL Mの作用機作は , そ の 金属錯体研究の進展 と とも に明 か と な っ て きた o BLM
l
の作用機作と して , 1969年 , m 卜B L Mが,
2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の存在下 , D ⅣA
鎖の切 断作用 を示す こ と が報告さ れ 1 1 ),
次 い で1970年, Cu(Ⅰ), Co(ⅠⅠ), Zn(ⅠⅠ)
などの金 属イ オ ン と , 逆 に , こ れら金属
イオ ン の キ レ ー ト剤で あ るED TAが , こ の
D NA鎖切 断作用 を阻害す る こ と が報告さ
れ た 1 2 )｡ そ の後 , 鉄イ オ ン がDN A負切
断反応を促進す る こ と
1 3 )
, こ の切断反
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Fig. 2. Stru cture Of B LM
- Cu(II)
応に は酸素が必要で あ る こ と 1 り な どの
知見 を基 に , B LMのFe(ⅠⅠ)錯体が , 酸素の存在下 にお い てDN A鎖切 断作用 を示す
こ と が明 らか にさ れた
1 5 ‾ 1 7 '
｡ こ れ らの結果 か ら , 当初のrnf- BL MのDN A鎖切断作
用 は , 反応液中 に鉄イオ ン が混在する こ と に よ るも の と考え られ , ま た , 金属イ
オ ン とE D TAの 阻害作用 も理解し得た . 1978年 , B LM の全構造
I B )とCtl(ⅠⅠ)に対す
る配位子 1 9 ･ 2 口)が明 か と なり(F ig. 2), BL M- Fe(ⅠⅠ)- 02 の化学構造と そ の作用磯
作に おける意味が推定され た(Fig. 3)2 O 'o 即 ち , BL M- Fe(ⅠⅠ)- 02 の構造の うち,
末端ア ミ ン と ビチア ゾ - ル部分 がDN A農 との結合に関与 し
2 1 , 2 2 '
, Fe(ⅠⅠ)の 第s
配位子 と して結合 し た酸素が活性化 されてDⅣA負を攻撃す る と推定された ｡
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Fig. 3 . Stru ctu r e of BLM
- Fe(Ill)
そ の後の研究 の 結果, BL Mの鉄酸素錯体は , 活性中間体で あ る ペ ルオ キ ソ 錯体
(BLM - Fe(ⅠⅠⅠ)
- 0,
2 ‾ ま たはB LM-Fe(ⅠⅠⅠ)-0,-H)と な る こ と
2 3
･
2 4 '
,
こ の 中間体の
活性酸素がデオ キ シ リ JiiL ス のC- 4'位を酸化的に攻撃す る こ と に よ っ て , ヌ ク レ
オ シ ドの分解物 , ベ ー ス プ ロ ペ ナ - ル が生成 し , DⅣA鎖は , 3
' 末端にホ ス フ ォ グ
リコ レ ー トを有す る鎖と5
'末端に リン 酸を有す る鎖 に解裂され る こ と が明 か と な
っ た
2 5 ‾ 2 8 '
o 活性中間体とD ⅣA鎖との 反応の後に は , 不括牲なBL M-Fe(ⅠⅠⅠ)が生
成す る が , こ の 鉄錯体は還元剤に よ り再びBLM - Fe(ⅠⅠ)と なり , 再度酸素を配位し
てDNA負を攻撃す る 1 5 ･ 2 9 )o 更に近年は , BL M鉄錯体 が酸化還元活性鎗体で ある
こ と か ら , 他の括牲錯体の研究 も行われ , B L M- Mn(ⅠⅠ)と02??
)また は8202 3 '･ 3 2 ',
BL M-V O (ⅠⅤ)とH,0,3 3 'お よ びBL M- Cu(Ⅰ)と0, 3 4 'な どに よ るDⅣA弟切 断作用 が報
告されて い る ｡
以上の よ うに無細胞系にお ける作用機作研究 は , BL Mの発見以来著 し い 進歩を
遂げた . 一 方 , 培養細胞系お よび実験動物系にお けるB L対の 生物活性発現機作 に
おい て は , 以下 の よう に い く つ かの 問題点を抱えて い た ｡ 即 ち , 第1 に, D ⅣA負
切断作用 が抗腹痛効果お よび毒性発現の 真の作用 樵作で ある こ と を示 す研究 の な
い こ と ,
'
第2 に, BL M- Cu(ⅠⅠ)が , 立 地 でD ⅣA負切断作用 を示 さ な い に も か か
わ らず3 5 ･ 3 6 ', m 卜B LMと同様の 抗腰痛活性
7 ‾ 9 )と mf- BL Mよ り強 い 毒性9 ･ 1 O 'を示
す と い う矛盾の あ る こ と , 第3 に, D ⅣÅ鎖切断作用を有す る各種の錯体 のう ち ,
細胞内の活性金属錯体種が明 ら かで な い こ と などの問題点があ っ た o 更に は ,
rDf-B L Mを動物 に投与す る と血液中でBL対- Cu(ⅠⅠ)が生成 し
3 7 '
, 尿中にB L M- Cu(ⅠⅠ)
が排推 さ れ る こ と が示され 3 7･ 3 8 ', mf -BLMの 臆床効果が , ヒ トの血 液中で 生成す
るBLM-Cu(ⅠⅠ)によ る も の と推定され る に 至 っ て , 第2の 問題点の解明は , BL Hの
出 血 作用 機作を理解す る上 で 極めて 重要と な っ た ｡
著者は , こ れ ら の問題点を解明 し , BL MのiB 血 の作用機件の理解 を深 め る
ため 一 連の 研究を行 っ た ｡ 本研究 は , BLMの生物活性発現に お けるD NA澄切 断搾
用の意義 , BL M- Cu(ⅠⅠ)の生物活性発現機作, な らび に , 細胞内に お けるBLMの 活
性金属錯体種など に関す る もので ある o
本論文 は6章で 構成 されて い る ｡
第1章で は , P EPとその 分解物を用 い , if! 地 DN A鎖切 断活性 と培養癌細胞
のDⅣÅ合成お よび増殖に対す る阻害活性 , ならび に , マ ウ ス 急性毒性 との 相関を
3
検討し , DN膿 切断作用 が薬効お よび毒性発現の主 た る作用機作で ある と結論
し
た結果を示す ｡
第2葦で は , . mf - B L蛇 B LM
-Cu(ⅠⅠ)の無細胞系お よび培養癌細胞系に お けるD N A
鎖切断活性 , DNA合成阻害活性 ･ 増殖阻害活性な どの各種生物活性 , m 卜B L陀
BL 河- Cu(ⅠⅠ)の分別定量方法 , ならび に , B LM
- Cu(ⅠⅠ)と癌細胞ホ モ ジ ェ ネ - ト との
反応に よ るmf- B LMの生成など の検討結果を示 し , BLM
-Cu(ⅠⅠ)が, 細胞内で mf- B LM
に変換され る と推定す るに至 っ た過程 に つ い て 論述す る o
第3葦で は , 癌細胞のホ モ ジ ェ ネ
ー ト とB LM- Cu(ⅠⅠ)と の反応に よ る m 卜BL Mの生
成する機序が , 細胞内SH化 合卿こよ るBL N
-Cu(ⅠⅠ)か ら の銅の還元 的遊離と , そ の
遊離したCu(Ⅰ)のS8蛋 白質に よ る捕捉で あ る と結論 した研究結果に つ い て 論述す
る ｡ また , 併せ て , こ の m 卜BLM生成機作が細胞内で 働 い て い る こ と , ならび に ,
各種の癌細胞がこ の機作を有す る こ と を示 唆し た結果 に つ い て 述 べ る ｡
第4 葦で は , ジチ オ ス レ イ ト ー ル , メタ ロ チオ ネイ ン および ア ル コ
ー ルデ ヒ ド
ロゲナ ー ゼ な どの ジチ オ - ル 化合物 , ポ リチオ
ー ル 蛋白質が , B L M- Cu(Ⅰ)か ら還
元的に遊離す るCu(Ⅰ)を結合す る こ とを示 し , Cu(Ⅰ)捕捉SH蛋白質 の性質に つ い
て論述す る ｡
第5章で は , BL M-Cu(Ⅰ)と シ ス テ イ ン との反応に よ り ス
ー パ ー オ キサイ ドが生
成す る こ と , ま た , B LM- Cu(Ⅰ)と シ ス テ イ ン が, 不活性なBL M
- Fe(ⅠⅠ)を活性化
する こ と を示 し , BLM
-Cu(ⅠⅠ)の 生物活性発現と の か かわり に つ い て 考察す る o
第6葦で は , B L MのDNA合成阻害作用お よび増殖阻害作用 な どに及 ぼす旦
- フ ェ
ナ ン ト ロ リ ン , ネオク プ ロ イ ン , 2,2
, - ジ ビリ ジル な どの キ レ ー ト化剤の影響を
検討 し , B LMの細胞内活性金属錯体種 が鉄錯体で ある と結論し た結果に つ い て 論
述す る ｡
弟写 1 葦 B i M の 誘 導 体 P E P きゞ よ ぴ そ
の 分 解 物 の 生 物 清 一 性
序
pEPは , 肺毒性の軽減化 と抗腫癌ス ペ ク トル の拡大 を目的と し て作 られ たBL”
の誘導体で あり
4
･
5 )
, 現在 , BLMと同様に臆床で 使用 されて い る ｡ P EPは室温 で
安定で ある が, pH 6 の水溶液を加熱す る こ と に よ っ て い く つ かの 分解物 が検出 さ
れた ｡ それらは , Fig. 4に示す よ うなデ ビル バ ミ ド体(DP), ring - clo s ed体(R C),
イ ソ体(ISO), お よぴ , デ カ ルバ モ イ ル体(D C)と 確認され た
3 9 '
o ま た , B LMは ,
BL M水解酵素に よ り P - ア ミ ノ ア ラ ニ ン ア ミ ド部分 が脱ア ミ ドされデ ア ミ ド体(DA)
に不 活化 され る ヰ0 '｡
R C
N
O
H%g”v
%f‡
'3
革議
PepfeoTTlyC n
O
- NH古
C lも
_
_ 0
,,
o
gN
2
Q
I
･ H轄
＋ D C
CH3COC O NH2
●
Fig. 4. Degr adatio n
.r e a ctio n sL Of peplomycl n
既 に述べ たよ うに , BLMtまFe(ⅠⅠ)と錯体を形成 し , さ らに こ のFe(ⅠⅠ)に 酸素が
配任してDN A鏡を切断し得る活性型とな る
1 5 ‾ 1 7
･
2 3 - 2 8
･
'
｡ Fe(ⅠⅠ)に対す る配位子
は , β - ア ミ ノ ア ラ ニ ン 部分 の α - ア ミ ノ基 と2赦P
- ア ミ ノ 基 のⅣ, ピT) ミジ
ン 葬のⅣ- 1, イ ミ ダゾ ー ル 環のN, およぴ , β
- ヒ ドロ キ シ ヒ ス チ ジ ン の ア ミ ノ基
5
のⅣで あ り , 酸素が第6 の寵位子 と なる と推定さ れて い る(F ig. 3)2 8 )o DPは
α
- アミ ノ 基 がなく , BCで は分子 内ア ミ ド結合を形成 して い る ｡ D Aで は , 遊離の
カ ルポ キ シ ル基 が酉己位に 関与す る可能性があ る ｡ カ ルバ モ イ ル基 は , 鋼錯体の第
6寵佳子 と推定さ れて い る が2 ロ', D Cは カ ル バ モ イル 基 がなく , ISOで は , こ れ
が転位 して い る ｡ 以上 の ように , こ れら分解物お よび酵素不括化 物は , 錯体形成
能が弱 ま っ てい るも の と考えられ , これ らの 生物活性の検討 は , BL Mの抗腰痛作
用機作 , 構造活性相関 を明らか にす る こ と に 役立 つ も の と考えられ る o
本章で は , こ れ ら化合物の無細胞系に お け るDⅣA鎖切断能, 初代培養し たラ ッ
ト腹水肝 癌AB66細胞に対するDNA合成阻害活性 , 培養HeLa細胞 に対す る増殖阻害
活性 , な らび に , マ ウ ス に対す る急性毒性をPE Pと比較した結果に つ い て 述べ る ｡
1 - 1 実 験 ネオ 料 な ら び むこ 方 法
1) 化合物
pEP硫酸塩 (分子量1571. 6)と そ の分解物, 酵素不括化物お よび臆床用B L M各
塩酸塩 は日本化薬 (樵)にて 調製した ｡ 各化 合物のFe(ⅠⅠ)錯体は , こ れ ら化合物
とFeSO4の 等モ ル の 水溶頼を用 時水冷下 にて 混和 して 調製した ｡ 〔6-
3tI)チ ミジ ン
(5 C i/rn m ol)お よぴ 〔メチル ー
3
H)チ ミジン (41C i/m rn ol)は , The Padio chernic al
ce nte r(Arn e r sha m)よ り , Eagle
'
s MEM培地 は 日水薬薬 (東京), 仔牛血清はF lo w
Labo r ato rie s(オ ー ス トラリア) よ り購入 した o (
3H) D ⅣA娃 , 〔メチ ル ー
3
u)チ ミ
ジン を加えて培善 した ラ ッ ト腹水肝癌A 日66F細胞 か らMa T m u rの報告
4 1 )に準じて
抽出調薬し た .
2) D ⅣA負切断活性の測定
o.o5M リ ン 酸緩衝液(pH 7.4), 2rnM K Cl,各種濃度のPE Pま たはそ の分解物の
Fe(ⅠⅠ)錯体 , およぴ , 1 p g/mlの (3H) D ⅣA(48,000dprn/jig)か ら成る反 応液0.5 ml
を水冷下調薬 し , こ れを37 ℃5分 間反応した ｡ 反応停止 の ため , 10mg/Ⅲ1の 牛血
清ア ル ブ ミ ン水溶液0. 1 rDlと12. 5mMピ ロ リ ン 酸ナ トリウ ム を含む25%トリ ク ロ ロ
酢酸0. 4 mlと を氷冷下連続して 加え , 5分以 上放置 した後3,000∫pmに て5分間遠
心分灘 した D そ の上 清0.5 rnl申に含ま れる酸可溶化DN Aの放射活性を , 液体シ ン
チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー Pa cka rd Tri-Ca rb 3380にて 測定 した ｡
6
3) DN A合成阻害活性の測定
ラ ッ ト腹腔内か らAH66肝癌細胞を採取 し , 生理食塩液 にて細胎を遠心分離に よ
り洗浄 した後 , 10%仔牛血清を含むEagl弓' s M E 河培養液を用 い て1 x 106個/ml
の細胞浮遊液を調製 した ｡ こ の浮遊液1mlに各種濃度の被験化合物を含む 上記培
養液0.g5mlを加え , 37 ℃ にて30分 間培養 した o 次 い で , (6-
3
H)チ ミ ジン (1pC i
)を含む培養液0. 05mlを加え, さ らに30分間培養 した ｡ こ の培養液 に水冷 した
10%トリ ク ロ ロ 酢駿2 mlを加えて チ ミ ジン の取 り込み を停止 し , こ れ を1,500rpm
にて5 分間遠心分離 し た ｡ そ の沈殿を5 mlの メ タ ノ ー ル にて2回遠心分離(3,000
rpm,5 分間)にて 洗浄 し , 0. 7 rnlの ハ イ ア ミ ン10Ⅹ に溶#_した後に , そ の放射活
性を液体シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー にて 測定 した o
4) HeLa S｡ 細胞 に対す る増殖阻害活性の測定
HeLa S, 細胞を , 10%仔牛血清を含むEagle' s ME M培地 を用 い て 培養 した o 細
胞を2 x lO4個/2 rnlの 濃度で プ レ ー トにまき , 37 ℃48時間5%C O2イ ン キ ュ ベ ー
タ ー にて 培養 した ｡ 次 い で , 各種濃度の被験化合物を含む新鮮培地2 ml にて 培地
交換を行 い , さ らに , 72時間培養した o 被験化合物添加時お よ び添加72時間後の
細胞数を コ ー ル タ - カ ウ ン タ ー Z Bl型 にて 測定し た o 細胞増殖を50%阻害する
化合物濃度(IC5 ｡)は , 化合物濃度と増殖阻害度を対数確率紙に プ ロ ッ トして 求め
た｡
5) マ ウス に対す る急性毒性
p EPまたは そ の 分解物を100mg/kgの用量 で6適齢の雄性I C良系マ ウ ス ( 静岡
実験動物, 浜松)の腹腔内に投与 し, その 後14日間 , 体重変化 および生死 を観察し
た｡
1 - 2 D Ⅳ A 鎖 切 断 作 用 , D Ⅳ A 合 成
阻 害 作 用 な ら ぴ むこ 増 覇童 阻 害 作 用
臨床用B LM, PEP, お よぴ , そ の分解物のFe(II)錯体を調薬 してDⅣA鏡切断活
性を比較 した o 結果をFig. 5 に示す o 塩床用B LMおよぴpE Pは , こ れ らの化合物
のな かで 最も高 い 活性を嘉 し , ほ ぼ同程度の量 の (
3
H) D NAが酸可溶化 された ｡ 次
い で , I SO> DCの顔で比較的高 い 活性を認 め たが , DA, 宜C, D Pの 活性は棲め て低
7
い も の で あ っ た ｡ PE P, I SO, DCが78%の (
3
H) DⅣAを酸可溶化す る濃度を グラ フ か
ら求め る と , そ れぞれ , ほ ぼ4. 1, 13, 40FL河で あ っ た o ま た , D C, D A, P Cおよ
びD Pが11%の (3日) DN Aを酸可溶化する濃度は , ほ ぼ4. 3, 43, 55お よび79pMで
あ っ た ｡ した がっ て , 各分解物のDⅣA鏡切断活性は , ISOがP EPの約1/3, D Cが
約1/10, D Aが約1/10, RCが約1/130, D Pが約1/180程度と 考え られ る o
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次 に , ラ ッ ト腹水肝癌A H66Fの 初代培養細胞 に対す るDⅣA合成阻害雁用 を検討
した o 結果をF ig. 6に示す o 単離DN A或切 断活性 と同様に , 聴床用B L MとPEPが
同程度の高 い 活性を示 した ｡ 分解物の活性は , DNA鎖切断活性の程度 に対応 して
ISO> D C> DA > RC = D P の俄に低下 した ｡ こ れ ら化合物に よ るDⅣA合成阻害の
ド - ズ レ スポ ン ス カ ー ブ は , 濃度の増加 と とも に 阻害効率が低下 す る 2相性を示
した o 続 い て , 培養f7eLa S3細胞に対する増殖阻害作用 を検討 した c P EPおよ
8
びそ の分解物の50%増殖阻害濃度(IC5 ｡)
をTab le l に示す ｡ pEPの増殖阻害活性
が最も高く , 次い で , I SO> DCの頗で 比
較的高い 活性を示 し た . D P, BCは ほ と ん
ど活性を示 さなか っ た ｡ 以上 の よ うに ,
各化合物のin vitr o抗腰痛効果は , それ
らのD ⅣA負切断活性お よぴDⅣA合成阻害
活性の程度 と良く相関 して い た ｡
Table i. Effe ct of P EP and i ts
degr adatio n products o nt he
gr o wt hof HeLa S3
C ells ･
Compou nds IC50(uM)
PE P
IS O
DC
DP
RC
0.53
2.1
6.0
> 6 8
> 6 5
1 - 3 マ ウ ス むこ 対 す る 急 J 性 専 一 旺
P EPおよび そ の分解物100mg/kgを マ ウ
ス腹腔内に投与 し た後の体重変化 , お よ
び , 死亡動物の 出現状況 を , それ ぞれ ,
Fig. 7 お よぴTable 2に示す ｡
体重減少 の程度は , P EP > I SO> D C>
f2C> DP の 俄に強度で あ っ た o 動物の死
亡率は , PEPが67%と最も高か っ た ｡ 分
解物の 内で は , ISOお よびDCが, それぞ
れ1 匹の マ ウ ス を死亡 さ せ たが, そ の他
の化合物で は死 亡例を認 め なか っ た ｡ 以
上 の ように , 各化 合物の急性毒性は , そ
れらのD ⅣAおよび培養細胞 に対す る活性
と良く相関 して い た ｡
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Table 2. Lethality of mic e r
-
e c eiv ed single i.P. inje ctio n s of PEP
a nd its degradatio nprodu cts.
Co mpou nds No . of
(100mg/kg, mice
Cu m u一ativeNo. of de ad mic e Total No . Lethality
Days after administr atio n of de ad (%)
i.p.) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 3 14mic e
PEP
ISO
DC
DP
RC
Saline
9 0 0 0 0 1
9 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
2 4 4 4 5
0 0 0 1
0 0 0 1 1
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
6 6 6 6
1 1 1
1 1 1
0 0 0
0 0 0 0
0 0 0
6
1
1
0
0
0
67
ll
10
0
0
0
1 - 4 要 約 な ら び むこ 考 察
1) 要 約
pE Pお よび そ の分解物に つ い て , 単灘D NA顔切断活性 , D NA合成阻害活性 , 癌細
胞増殖阻害活性 , な らび に , マ ウ ス に対する急性毒性を比較 した ｡ そ の結果, 各
試験系に お ける各化 合物の活性の 程度とそ の化合物間 の顔序は , 相互 に良 い 対応
関係を示 した o すなわち , 各試験系にお ける活性は , PE P〉 I SO> DC> D A> 良C
≧ D P の頗に減少 した o また , 分解物の な かで は , I SO, D C が比較的高い 活性を
示 し た｡
2) 考 察
本研究で 用 い た各種分解物の うち , BLM水解酵素に よ る生成物DÅに つ い て は ,
そのDⅣA負切 断活性の 低 い こ と
3 6
,
4 2 '
, お よび , 抗菌活性の低 い こ と 3 6 )が知ら
れて い る o しか しなが ら , D ⅣA弟切断活性と 他の 各種生物活性を比 較し , DNA鎖
切断作用 がBL Mの抗腫癌効果お よ び毒性の発現機作で あ る こ とを示 した研究成果
1 0
娃 こ れまで 報告さ れて い な い o 本研究 に お い て , PEPおよ ぴそ の 各種分解物のD ⅣA
顔切 断活性が , 培養細胞に対す るDⅣA合成阻害活性および増殖阻害活性 , 更に ,
マ ウス 急性毒性な どの 生物活性と良 い 相関 を示す こ と が明 か と な っ た ｡ こ の結果
か ら , BLMが抗腫癌効果な らびに毒性を発現す る搾用機作は , DN A鏡切断作用で
あると結論さ れる ｡
今回検討 を加えた分解物の うち , B LM-Fe(ⅠⅠ)の 正 八 面体型錯体構造の ア ピカル
位の寵位子 で あ る β - ア ミ ノ ア ラ ニ ン ア ミ ド部分 の α - ア ミ ノ基 がな いDP, RC,
およぴ , β - ア ミ ノ ア ラ ニ ン ア ミ ド部分 が脱ア ミ ドしたDAは , D ⅣA負切 断活性が
極め て低下 して い た ｡ こ の結果は , α - ア ミ ノ 基 が駿東q)活性化 の ため に重要な
配位子 で ある こ と を示 唆して い る o カ ル バ モ イ ル基 の転移または脱離し たI SO, D C
が此載的高 い 活性を示 した こ と は , カ ル バ モ イ ル基 がBL M- 鉄酸素錯体形成に必須
で な い こ と を示 して い る ｡ しか しなが ら , IS Oお よ びDCのD ⅣA負切 断活性がPE P
の約1/3およぴ1/9 であ っ た こ と は , B LMの 鉄酸素錯体形成後の 酸素活性化 や活
性酸素の安定性な ど に お い て , カ ル バ モ イ ル基 が何らかの 役割を演 じて い る こ と
を示唆す るもの と思わ れ る ｡
1 1
男写 2 章 m f - B L M と B L M - C u (Ⅰ Ⅰ)
の 生 物 清 一 性 の セヒ 重安 お よ び 癌 頴田 胞 よ托
モ ジ ェ ネ - ト とニ B i M - C u (Ⅰ Ⅰ) と
の 反 応 むこ よ る m f - B L M の 生 成
序
第1章 にお い て , BLMの抗腫癌作用 お よび毒性が , D ⅣA鏡切 断作用 に よ り発現
す る と結論され る結果を示 した o 本章で は , mf -B LMとB LM-Cu(ⅠⅠ)の生 物活性 ,
m 卜BL MとB L M- Cu(ⅠⅠ)の分離定量方法 , ならび に , 癌細胞ホ モ ジネ - トとB LM-Cu(ⅠⅠ)
との反応 に よ る m 卜BL Mの生 成な ど , 無細胞系に お い てD ⅣA負切断作用 を示さない
B LM- Cu(ⅠⅠ)が, 細胞系で は m卜B L附こ変換されて そ の活性を発現す る と推定す る に
至っ た研究結果に つ い て 論述す る ｡
2 - 1 実 験 村 料 な ら ぴ むこ 方 法
1) 化合物
BL Mは , 塩床用BL Nの 主成分BL M- A2塩酸塩(分子量1487. 4), 天然BL 阿の 一 成
分BL M- A,
'
-
c 塩酸塩 (分子量1461. ) , お よぴ , B LM水解酵素に よ る不 括化体デ
ア ミ ド -A, ' - c 塩酸塩 (分子量1462. 1) を用 い た o BL 糾- A2 -Fe(ⅠⅠ)は , rn卜B L M
とFeS O.の 等モ ル の水溶液を , 用晦水冷下 にて 混和 して 調製し た . 〔6- 3日)チ ミジ
ン(5 Ci/m m ol), (メチル
- 3H)チ ミ ジン (41C i/rD m Ol), お よぴ , Eagle
'
s ME M培地
は , 第1葦で 述べ た購入先 より入手 した o 仔牛血清は 阪大微研 (大阪) より購入
し た . (3H)DNAは, 第1葦で 述べ た よう に調製し た ｡
2) D NA負切断活性の測定
2 - 1) 単離DⅣA鏡の切 断に よ る酸可溶化D ⅣAの測定
o.o45州トリ ス 塩 酸緩衝液(pH 7. 4), 2mM KC l, 各種濃度の mf-B L軌 BLM
-Cu(ⅠⅠ),
または , 古LM-Fe(ⅠⅠ), お よび , 1 p g/mlの (
3H) DN A (48,000dpm/p g)か ら成る反応
液0.5 rnlを水冷下 調薬 し , こ れを0 ℃5分間反応 し た o 切 断に よ り酸可 溶化 し た
DⅣAの 放射活性は , 第1章で 述べ たよう に測定し た ｡
1 2
2 - 2) ア ル カ リ溶出法 によ る細胞内DN A鏡切 断の 測定
ラ ッ ト腹水肝癌A H66細胞(1 x lO5個/rnl)を0. 2 fLC i/rnlの (メチ ル ー
3
H)チ ミジ
ン お よび10%仔牛血清を含むM EM培地を用 い , 37 ℃ で約20時間培養 した o そ の細
胞を新鮮培地で 洗浄 し , 同培地で1 x lO
5細胞/mlの浮遊液と し た ｡ こ の細胞浮
遊液3 mlに各種濃度の m 卜BLMま たはB L械
- Cu(ⅠⅠ)を含む 培養液0･ 1 mlを加え, 37 ℃
にて30分間培養 した後 , Eohnらの報告 したア ル カ リ溶出法
4 3 ) にて 細胞内D ⅣA鎖
の切 断を検討 した o す なわち , 細胞浮遊液をポ ア サ イ ズ1. 2p rD, 直径251nrnのセ
ル ロ ー ス ト リア セ テ ー トメ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー (Gelrn arl, Metric el GA
-3)で 譲過
し , フ ィ ル タ ー 上 の細胞を10mlの水冷 した生理食塩 液にて 洗浄 した o つ い で ,
2村 ⅣaCl, 0. 02M Ⅳa3
- EDT Å, 0. 2% N う ウロ イ ルザ ル コ シ ン ナ トリ ウ ム , およ ぴ,
o.o8% デオ キ シ コ ー ル 酸ナ トリ ウム を含む細胞溶解液(pH 8. 2)10rnlを室温 に て
3rnl/分の 速度で 流 して 細胞を溶か し たo こ れを5 Tnlの1ruM Naョ
- ED TAで 同様の流速
にて 洗浄 した後 , ア ル カ リ溶出液(0. 038M テ トラ プロ ピル ア ン モ ニ ウ ム ヒ ドロ キ
シ ド ー 0. 02M ED TA, pH 12. 8)を約0. 5 rnl/分 の 流速で 涼 した o そ の 溶出液を3
分間隔で 集め , そ こ に含まれ る放射活性を液体シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウン タ ー にて
測定し た ｡
3) D NA合成阻害活性の 測定
ラ ッ ト腹腔内か ら採取 したAH66肝癌細胞を , 生理 食塩 液を用 い て 遠心分 離に よ
り洗浄 した後, 10%仔牛血清を含むEagle
'
s 舵H培地 を用 い て , 3･ 5 x lO5細胞
/Tnlの細胞浮遊液と した o こ の 浮遊液2mlに各種濃度のrn卜B LHま たはBL 河
- Cu(ⅠⅠ)
を含む培養液0.4 rDlを加え , 37 ℃ にて90分間培養 した o 次 い で , 〔6
-
3B)チ ミ ジン
(1fLC i)を含む培養液0.1 mlを加 え, さ らに30分間培養 した o こ の培養液に氷冷
した30%トリタ ロ ロ 酢酸0. 5 rnlを加えて チ ミ ジン の取 り込 み を停止 し , 以後 , 第
1 章で述 べ キよ うに酸不溶性画分 に取 り込 まれた放射活性を測定 した ｡
4) HeLa S｡ 細胞 に対す る増殖阻害活性の謝定
mf -BLMおよ ぴB LM-Cu(ⅠⅠ)の.HeLa S｡ 細胞に対す る増殖阻害演牲は , 第1章で述
べ た方法 に より測定 した ｡
5) 紫外吸収お よび鋼濃度の 測定
ヵ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ - の 溶出液の紫外吸収お よび銅濃度は , そ れぞれ , 日
立200- 20型分光 光度計お よび 日立208型原子 吸光光度計 を用 い て 測定 した ｡
1 3
2 - 2 m f - a L M と B L M - C u (I I) の
生 物 括 一 性 の .虹比 重交
mf -B LMとBL M- Cu(ⅠⅠ)の無細胞系で のDⅣA負切 断作用 , 培養癌細胞系で のD NA親
切断件用 , D ⅣA合成阻害作用 , な らび に , 増殖阻害作用 に つ い て 比較 した ｡ 本検
討は , BL M- A,を用 い て 行 っ た o
BLM- Fe(ⅠⅠ)の還 元剤非存在下 に お けるD NA鏡切断活性は , 37 ℃ に比 べ0 ℃ で よ
り高(発現す る 4 4 )o そ こ で , mf -B LM, BLM- Cu(ⅠⅠ), お よ び , BL M- Fe(ⅠⅠ)の単離
DNA鏡 に対す る切断活性を , 還 元剤非存在下0 ℃ にて比配 した ｡ Tab le 3 に示す
ように , B L 柑-Fe(ⅠⅠ)のみ がD ⅣA負切断活性を示 し , rn卜BL M, お よぴ , B LM-Cu(ⅠⅠ)
は全く活性を示さ なか っ た ｡ 本実験 によ っ て , BL M- Cu(ⅠⅠ)が, 無細胞系に お い て
DⅣA負切断活性を示 さな い こ と 3 5･ 3 6 'を確認 し た o
'able
B2品_｡uD?I亨h…三3紅昌≡駄亨
ctivi tie s of m etal- fr e eBL”,
co n c e ntr atio n Aci d- s oluble DNA(笈 op total DNA)*
of BLM(〟M) Me七aトfree BLM B LM- Cu(ⅠⅠ) BLM- Fe(ⅠⅠ)
4.2 [4｡0]★ ☆
8｡4 [8｡0コ
16.8 [16.1]
33｡6 [32. 2コ
67.2 [64｡ 6]
1｡0
0.8
0.9
0.7
0.9
1.1
1.1
1.0
1｡2
1. 2
3 2.0
49｡1
54.1
6 5.6
69.9
･[3HコDNA(i yg, 24,000 dpm) contains a ci d- solub-e DNA by O･8%･
☆ ★ Figu res in 七he pa r e nthesis a r e c o n c e ntration s of BLM
- Cu(II)･
rn卜B LMは細胞内DNA負を切断す る が
1 I
･
4 5 ‾ 5 0 )
,
BL M- Cu(ⅠⅠ)の細胞内DN Å鎖切
断作用 に つ い て は明 か とな っ て い な い ｡ そ こ で 次に , 〔
3
H)チ ミ ジン で 予 めDN A鏡
を標識 したラ ッ ト腹水肝癌AH66細胞を , 各種濃度 のmf-B L 柑, ま たは , BL M
- Ctl(ⅠⅠ)
と と も に37 ℃30分 間培秦し , 細胞内DⅣA負切断の有無をア ル カ リ溶出法 を用 い て
検討 した . Fig. 8- (A)に示す よう に , m 卜B L対処 理 に よ っ て 細胞内DNA負姓切 断さ
れ , 速や か に メ ン プ ラ ン フ ィ ル タ ー か ら溶出 され た o Fig･ 8
- (B)に示 す よ うに ,
1 4
B LM- Cu(ⅠⅠ)も また , rnf- BL Mと 同様 に細胞内D NA鎖を切断した o DN Aの溶 出量 は,
m 卜B LMお よぴB L 阿- Cu(ⅠⅠ)の 処理濃度の増加 に と も な っ て著明に増加 し たが, その
程度はm 卜BL Mが高か っ た ｡
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Fig･ 8･ Al kalin e elutio npatte rn of intra c ellula rDNA of A H66c el一s
treated withm etal-fr e eBLMor BLM- Cu(ⅠⅠ).
mf- BL Mお よびBL M- Cu(ⅠⅠ)は , HeLa細胞のD ⅣA合成を 阻害す る
8 '
o 次に , A日66細
胞を用 .い て こ の 追試を行 っ た o 細胞を各種濃度のm 卜BL Mま た紘BL 対
- Cu(ⅠⅠ)と と も
た37 ℃90分間培養し , 次 い で , (3H)チ ミ ジン を加え更に30分 間培養 した後に酸不
溶性画分 の 放射活性を測定 した . Tab le 4 に示す よう に , BL H
- Cu(ⅠⅠ)は , m 卜B L柏
とほ ぼ同程度にDⅣA合成を 阻害した o
B L 拘-Cu(ⅠⅠ)は , m 卜BL Mと 同様に 培養癌細胞の増殖を阻害す る
7 ･ 8 )
｡ こ れを確認
す るため , HeLa S｡細胞を各種濃度の7Df- BL MまたはBL 村
- Cu(ⅠⅠ)と と も に37 ℃72時
間培養して 増殖阻害度を求め た ｡ Tab le 5 に示 す よう に , BL 村
- Cu(ⅠⅠ)は , m 卜B LM
とほ ぼ同程度の増殖阻害括牲を嘉 した｡
1 5
Tab一e 4. Effe ct of m eta一 -fr e eBLMa nd E LM- Cu(ⅠⅠ) o n the DNA
synthesis of r
'
at as ci tes hepatoma A H66c ells .
Metaトfre eBLM
Con c e ntr atio n Rate of
(I)M) inhibi tion(%)
BLM- Cu(ⅠⅠ)
Conce ntr･atio n Rate of
(yM) inhibi tio n(%)
8. 4
1 6.8
33. 6
67. 2
5 7｡1
6 7.2
73.9
79.1
8｡1
1 6.1
32.2
64.6
54.5
64.1
71.0
73. 3
Table 5･ Effe ct of m etal- fr e BLM a nd B LM- Cu(II)
on the ョrowthof HeLa S3 C ells ･
Metaトfr e 古LM
Co n c e ntr atio n Rate of
(yM) inhi bi tion(%)
BLM- Cu(ⅠⅠ)
Co n c e ntr atio n Rate of
(yM) inhibi tio n(%)
0.420
0.840
1.68
3.36
20｡0
29｡1
49.1
70. 9
0.404
0. 807
1. 61
3. 23
28.5
3 4.4
4 8.5
5 8. 5
以上の よ うに , B L M- Cu(Ⅰ)は , 無細胞系でDⅣA澄切 断作用 を示さ な い が, 培養
細胞系で はm 卜BL Mと 同様にDⅣA負切 断作用 , D NÅ合成阻害作用 , ならび に , 増殖
阻害作用を示 し た o した がっ て , BL M-Cu(ⅠⅠ)が生物活性を発現す る作用機 脚ま,
m 卜B LMと 同様にD NA負切 断作用 で ある と考えられる ｡
2 - 3 B L ” - C u (Ⅰ Ⅰ) の 剤封 胞 内 D N A 親
切 断 作 月日 むこ 対 す る 硫 酸 覇琴 = 鋼 の 影 響
BL M- Cu(ⅠⅠ)が細胞内でDⅣA負切断作用を示す ため に は , その錯体中の鋼が除か
1 6
れ, 次い で , 生成 したmf -B LMが , BL M- Fe(ⅠⅠ)で代表 され る活性金 属錯体と な る必
要があ る ｡ 細胞内に お い てBL M- Cu(ⅠⅠ)がmf- BL Mに変換す る機作 と して , 銅に 対 し
て親和性を有す る細胞成分 がBL M- Cu(ⅠⅠ)申の鋼を奪う こ と が考え られ る o そ の よ
うな細胞内成分 が存在す る とすれ ば, cuso4で 細胞を前処理 する こ と に よ っ て ,
その成分の銅結合部位を予 め飽和させ た場合 , BL M- Cu(ⅠⅠ)は , 生物活性を発現 し
得な い も の と考え られ る o そこ で , AH66細胞 に対す るB L柑-Cu(ⅠⅠ)のD N A負切断作
用に 及ぼすcus o.の影響を検討 した D
(
3
H〕チ ミ ジン でD ⅣAを標識したAH66細胞の 浮遊液(3x 105/ml 培養液)1mlを各
種濃度のCuS Oヰを含 む培養液1 Ⅱ】1と混和 し , 37 ℃ で30分 間前培養 した ｡ 対頗 と し
て培養彼のみ で 同様 に前培養
した ｡ 次 い で , 96. 8pMの 濃
度のBLM- Cu(ⅠⅠ)を含む 培養液
1rnlを加え , 更 に30分間培養
した後 , ア ル カ リ溶出法 にて
細胞内D ⅣA鎖の 切断を調 べ た o
結果をFig. 9 に示す ｡ 図の
CuSO.濃度は , B LM-Cu(ⅠⅠ)蘇
加後の終濃度で あ る ｡ CuSOヰ
の前処理 を行わな か っ た場合 ,
BLM-Cu(ⅠⅠ)は著明なDⅣA見切
断活性を示 した ｡ 一 方 , CuS O｡
にて 前処理 した細胞 に対す る
活性は , CuSO4 の濃度の増加
にとも な っ て著 しく低下 した ｡
以上 の結果か ら , 細胞内に
は , B LM-Cu(ⅠⅠ)申の 銅を結合
し得る成分 があり , これ によ
っ てrn卜BL Mが生成す る も の と
推定さ れた o
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Fig･ 9･ Effect of CuSO4 P
re -tr ea tm e nt On DNAclea v age
a ctivity of BLMICu(ⅠⅠ) towards intr a c el lular D NAof
rat asciteshepato m aAH66c ells .
1 7
2 - 4 m f - B i M とニ B 工+ ” - C u (I I) と
の 分 離 定 量 方 法
上述の研究 に よ り , 細胞内にB LM- Cu(ⅠⅠ)中の 銅を結合す る成分 の あ る こ と が示
唆さ れた . したが っ て , 癌細胞のホ モ ジ ェ ネ ー トとB LM-Cu(Ⅰ)と の反 応に よ り
rn卜BLMが生成す る も の と思われ る o こ の検討 の ため , m 卜BL MとB LM-Cu(ⅠⅠ)との 分
離定量方法 が必要 と な っ た ｡ 本節で は , そ の 定量方法 に つ い て 検討 した結果を述
べ る o
B LMの各種天然成分 は , 末端ア ミ ン 部分 の 構造が異 な り , そ の ア ミ ン の塩基性
の違 い か らCM- Sephade x を用 い た陽イオ ン 交換カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ っ
て分離で き る 5 1 )a Tn卜BL MとB LMI Cu(ⅠⅠ)の定量 に お い て も , こ,a)C M
- Sephade xカ
ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー の応用を試み た B mf- BL酌ま, 末端ア ミ ン の 他にpKa 7.3,
4. 7およ ぴ2. 9 の塩基性解離基を持つ 5 2 'o こ れ ら の うち , pKa 7.3 の解離基 は ,
β - ア ミ ノ ア ラ ニ ン ア ミ ド部分 の α - ア ミ ノ 基 で あ る 5 2 )o こ の ア ミ ノ基 はCu(ⅠⅠ)
の配位子 で あり 1 9 ･ 2 O' , 銅錯体形成時に荷電 を失う が, 一 方, 分子 全体と して は
銅イ オ ン の 陽荷電がも た ら され る o した がっ て , p日が7. 3以 上 の あ る条件で は ,
BL Mの末端ア ミ ン 以外 の部分 に お い て , m 卜B L削ま荷電を持たず , BL M-Cu(ⅠⅠ)は荷
電を持つ こ と が予想さ れ る o また , こ の荷電 の差に よ りm 卜B L肘とB L対- Cu(ⅠⅠ)とを
分離する ため には , B L柑- A, の よ う に , ジ メチ ル ス ル フ ォ ニ ウム プ ロ ピル ア ミ ン の
ような強 い 塩基性解離基 を東端ア ミ ン と して 持つ B LMの 使用 は望 ま しく な い と考
えられる ｡ 以上 の 考えか ら , B L糊と して は , pKa 5. 785 3 )の イ ミ ダ ゾ - ル を持 つ
ヒ ス タ ミ ン を末端ア ミ ン とす るB LM- A2' - Cを用 い , そ のrn etal- fr e e体 と銅錯体と
の分離条件を検討 し た ｡
そ の結果 , 0. 01M リ ン 酸緩衝瀬(pH 7. 2)で平衡化 したSephade x C -25 の カ ラ ム
(1 x 13crD)にm 卜B L Mお よ ぴB LM-Cu(ⅠⅠ)を吸着 さ せ , 0. 01M 同緩衝液(pH 7. 7)150
mlと0. 05朋 同緩衝液(p日 7.7)150mlと に よ る 直線濃度勾配溶出に よ り良好な分離
の得られ る こ と が明ら か とな っ た ｡
F ig.10 に, rnf- BL M, BL M- Cu(ⅠⅠ), お よ び , m トデ ア ミ ド -BLMを , そ れぞれ ,
1.15
,
1.29, お よび , 1. 12mg吸着 させ , 上述 の条件で溶出 した結果を示す｡ 遊離
のカ ルポ キ シ ル基 を持 つ デア ミ ド ー BL Mは , 溶出液のpHが7. 7 に上昇す る と とも に
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最も早く溶出さ れ , 次 い で ,
m 卜B LM, BL M
- Cu(Ⅰ)の 頗にそれ
ぞれ が完全 に分離 して 溶出され
たo
mf- BL MとB L M- Cu(ⅠⅠ)は , F ig. ll
に示すよ うに異 な る紫外吸収ス
ペ ク トル を示す ｡ 音容出液中のBLM
の定性およ び定量は , 紫外吸収
ス ペ ク トル お よび290n mの紫外
吸収に■よ り行 っ た ｡
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2 - 5 ラ ッ ト 腹 水 肝 癌 A H 6 6轟畳封 胞 の ホ
モ ジ こ エ ネ ー ト とニ B L M - C u (Ⅰ Ⅰ) とニ
の 反 応 むこ よ 一 邑 m f - B L M の 生 成
本節の実験は , 上述のBLM-A, I - c -Cu(ⅠⅠ)を用 い て行 っ た o
ラ ッ ト腹腔内か ら採取 したA H66細胞を , 生理食塩液を用 い 遠心 分離(500rpm, 5
分間) に よ り洗浄 した ｡ その セ ル ペ レ ッ ト に3倍容量 の0. 25M シ ュ ー タ ロ ー ス ,
1.5rnM MgC 12を含む0.01M リ ン 酸緩衝液(pH 7. 2)を加え, テ フ ロ ン ホ モ ジナ イ ザ
一 にてホ モ ジナ イ ズ した ｡ こ のホ モ ジ ェ ネ ー ト7 rnl･に , 2. 1 rngのB L M
- Cu(Ⅰ)を含
む0. 01M リン 酸緩衝液(pH 7. 2)7. 1 rnlを加え (B LM-Cu(ⅠⅠ)終濃度98p M), 37℃60
分間イ ン キ エ ペ ー 卜 した ｡ こ れを 0 ℃ にて105,000g, 60分 間遠心分離 し , そ の上
清を0.01M リ ン酸緩衝液(pH 7. 2)で 平衡化 したC朗- Sephade x C-25の カ ラム (1 x
13cn))に か け , 1 - 4 に て述べ た条
件で 溶出 した ｡
F ig. 12に示す よう に , B LM- Cu(ⅠⅠ)
ピ ー ク に加えてrn卜BL Mの ピ ー ク が出
現し た o 溶出 したBLM 総量 に対す る
mf-B LMの 勘合は41. 3%で あ っ た o
A290の 溶出プ ロ フ ィ ー ル か らみ て ,
本実験の 吸着条件で は ほ とんどの 細
胞成分 がカ ラ ム に 吸着せ ずに流出 し ,
一 部吸着 し た成分 は , pHの上昇 に伴
い フ ラ クシ ョ ン 番号10付近 に溶出さ
れ るも の と と考え られ る ｡ そ こ で ,
BL紬 -Cu(ⅠⅠ)か ら鋼を奪 っ た成分 を検
討す る目的で , そ の未吸着流出分画
を回収 し , Sepbade x G-75 カ ラ ム ク
ロ マ トグ ラ フ ィ ー にて 分析す る こ と
に した o
A H66細胞の セ ル ペ レ ッ トに3倍容
2
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量の0. 01M リ ン 酸緩衝液(pH 7. 2)を加えて ホ モ ジ ュ ネ - 卜 し , そ のホ モ ジ ェ ネ -
ト10mlに3 mgのBLM -Cu(ⅠⅠ)を含む0. 01M リ ン 酸緩衝液(p臼 7. 2)10rnlを加え(BLM-
cu(ⅠⅠ)終濃度99pM), 37 ℃60分間反応 し た o こ の反応液を遠心分 離(105,000g,
0 ℃, 60分)し , そ の 上清をC M- Sephade x C-25に か けた . 本実験で は , BL M溶出
総量の32.4%がmf- BL Mで あ っ た o 本カ ラ ム の流出分画を凍結乾燥 し, こ れを3 ml
の水に溶解 してSephade x G-75カ ラ ム(2. 64x 45c m)に か け , 5mM 2- メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル を含む0. 01M リ ン 酸緩衝液(pH 7. 8)溶液を用 い , 17. 6 ml/時間 の流速
で 5 ℃にて 溶出 した o 対顔 と して , ホ モ ジ ェ ネ ー トのみ を両様に処理 した o
F ig. 13 に, A280 と銅の溶出
プロ フ ィ ー ル を示 す ｡ ホ モ ジ
ェ ネ ー ト のみ の流出分画を展
開し た場合 , 溶出液中の銅濃
度は低く , フ ラ ク シ ョ ン 番号
34付近 に小 さ な ピ ー ク が認め
られた ｡ 一 方 , BLM-Cu(ⅠⅠ)と
反応 したホ モ ジ ェ ネ ー ト の涜
出分画を展開 し た場合は , 求
イ ドボ リ ュ ー ム 付近 , フ ラク
シ ョ ン 番号27, な らび に , 34
付近 の三 つ の鋼の ピ ー ク が認
め られ た ｡ こ れ らの ピ ー ク の
うち , 鋼含量 は , ポ イ ドボ リ
ュ ー ム付近 の ピ - ク が最も高
く , 次い で フ ラ ク シ ョ ン 番号
34を中心 と す る ピ ー ク が高か
っ た ｡ こ れ ら三 つ の ピ ー ク は ,
いずれも高分子量領域に あり ,
BL柑- Cu(Ⅰ)申の 銅を奪う細胞
成分 は , 高分子量物質で ある
こ と が明 らか と な っ た ｡
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2 - 6 要 約 な ら び むこ 考 察
1) 要 約
無細胞系に お け るmf-B L M, BL M- Cu(ⅠⅠ)お よ びBL M- Fe(Ⅰ)のDN A琴切断活性を比
較し , lnf-BLMお よ ぴB LM- Cu(ⅠⅠ)は活性を示 さな い こ と , B L M-Fe(ⅠⅠ)が活性を示す
錯体種で ある こ とな ど こ れまで の知見 を確認 し た ｡ 培養癌細胞系に お けるmf -B L村
とBL M- Ctl(Ⅰ)の生物活性を比較 し , B LM-Cu(ⅠⅠ)がmf-BL Mと 同様 にD ⅣA合成ならび
に細胞増殖を阻害す る と い うこ れ まで の知見 を確認 し た ｡ また , B LM- Cu(Ⅰ)は ,
m 卜B L Mと 同様に細胞内D ⅣA或を切 断す る こ と を明らか に し た o
以上 の結果か ら , BL M-Cu(ⅠⅠ)は , mf- BL Mと同様にDⅣA鏡切断作用 に より生物活
性を発現す る と推定 し た ｡
癌細胞をCuS O.で 前処理 す る こ と によ り , B LM- Cu(ⅠⅠ)の 細胞内D ⅣA顔切断活性
が抑制され た ｡ こ の 結果か ら , BLM- Cu(ⅠⅠ)申の 鋼を結合す る細胞内成分 の存在が
示唆され , ま た , 癌細胞ホ モ ジ ェ ネ ー トとB LM- Cu(ⅠⅠ)と の反応 に よ る mf- BL柑の生
成が予想さ れた ｡
cM- Sephade x C-25 カ ラ ムを用 い る m 卜B L MとB LM- Cu(ⅠⅠ)の 分離定量方法 を確立 し ,
BLH- Cu(ⅠⅠ)と ラ ッ ト腹水肝癌Ar766細胞のホ モ ジ ェ ネ ー トと の反応液を分析 した結
果, rn卜B LMが生成 して い る こ とを見 い 出 し た o こ のC M- Sephade x C-25 カ ラ ム の未
吸着流出分画をSepbade xG⊥75カ ラム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー にて 分析 し たと こ ろ ,
I ELM- Cu(ⅠⅠ)か ら奪われた鋼は高分子量成分 と共 に溶出 された o
2) 考 察
本章で 述べ た研究 によ っ て , B L M-Cu(ⅠⅠ)は , 細飽内でm 卜B LMに変換 され る こ と
が示 唆された o 効率的にDⅣA鏡を切断す るB LMの 化学種はFe(ⅠⅠ)錯体で あり
1 5-1 7 ･
2 3 ‾ 2 8 '細胞内で 生成 したm卜BLMは , 次にFe(ⅠⅠ)錯体と な っ て細胞内のDNA或を切
断し , 抗腫癌効果お よ び毒性を示す も の と考え られ る ｡
B L 対-Ctl(ⅠⅠ)とBL M-Fe(ⅠⅠ)の錯安定度定数が , それぞれ , 12. 630 と7. 428 である
こ と 6 'か ら明 らか なよう に , B LM-Cu(Ⅰ)は , BL M
- Fe(ⅠⅠ)に比 べ は る か に安定な錯
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体で あ る o そ の安定性 の違 い は , B LM- Fe(ⅠⅠ)のDN A負切断活性が , Cu(ⅠⅠ)の添加
により完全 に抑制さ れ る こ とで も示 され て い る 1 2･ 1 7 - 4 4) o し たが っ て , 細胞内
にお い てBL河- Cu(ⅠⅠ)中の 銅が, FQ(ⅠⅠ)と 直接置換す る こ と は 熱力学的に極め て 困
難で あ り , BL M- Cu(ⅠⅠ)がrn卜B LMを経由してB L M-Fe(ⅠⅠ)に変化 す る こ と は合理 的な
経路と思 われ る ｡
sephade x G
-75の溶出プ ロ フ ィ ー ル で示 した よ うに , B L M- Cu(ⅠⅠ)か ら奪われ た
銅は高分 子量 の細胞成分 と共 に溶出 され た o B LM- Cu(ⅠⅠ)申の銅は , 細胞内高分子
量成分と 結合し , その結果 , Fe(ⅠⅠ)が配位 し得 るTnf -B LMが生成す る も の と考え ら
れる ｡ 詳細なm王十BL Mの生 成機作に つ い て , 第3章にて 論述す る ｡
2 3
弟写 3･ 茸 B L M - C u･ (Ⅰ Ⅰ) 中 の 銅 の 還 元 的
遊 離 と 薄田 胞 内 S H 葦蔓蔓 由 埜賢 むこ よ る
C u (Ⅰ) の 捕 捉
序
第2葦で 示 した よう に , 癌細胞ホ モ ジ ェ ネ ー トとB LM-Cu(ⅠⅠ)と の反 応に より
m卜B L Mが生成 した o こ の m 卜BL Mは , B LM-Cu(ⅠⅠ)申の銅が高分 子成分 と結合す る こ
と に よ っ て生成す る と推定さ れた ｡ しか しな がら,.既述の よう にB LM
- Cu(ⅠⅠ)は安
定な錯体で あ り , BL対- Cu(ⅠⅠ)申の銅を競合的に奪 い 得る ほ ど高 い 錯形成能を有す
る細胞成分 を想定す る こ と は困難と思われ た ｡ こ の観点か ら検討を加えた結果,
古LM- Cu(ⅠⅠ)申の銅は 細胞内還元剤によ りCu(I)に還元 されてB LMか ら遊離し , そ
のCu(Ⅰ)がs8蛋白質に捕捉 され る こ と が明 か と な っ た ｡ 本章で は , こ の rnf-B L 対生
成模作に つ い て論述 し , 併せ て , 細胞内 , ならび に , 各種腫癌系で 本機搾が働 い
て い る こ と を示 唆す る結果を示す ｡
3 - 1 実 験 材 料 な ら び むこ 方 法
1) 化合物
BL Mは , A2
'
- Cを用 い た ｡ ネオ ク プロ イ ン (NC), Ⅳ
- エ チ ル マ レ イ ミ ド(Ⅳ訓) は
半井化学 ( 京都)より , プロ ナ ー ゼ E (1170ty∫o sin e u nits/mg)は科研化学 ( 東
京) より購入 し た ｡ こ れ らは , 0. 01M リ ン 酸緩衝液(pH 7.2)に溶解 して 用 い たo
2) ラ ッ ト腹水肝癌A H66細胞の サ イ トゾ - ル の調薬
腹水肝 癌A H66細胞を ラ ッ ト(Dorlryu系 , 雌性 , 8適齢)腹腔内か ら採取 し , 汰
冷し た生 理食塩液に て遠心分離に よ り洗浄 した ｡ そ の セ ル ペ レ ッ トに 等容量 の
o.olM リ ン 酸緩衝液(pR 7. 2)を加えて テ フ ロ ン ホ モ ジナ イ ザ 一 に てホ モ ジ ェ ネ -
卜し , こ れ を0 ℃ にて105,000g, 60分間遠心分離 した ｡ 特記 しな い か ぎり , こ の
上 清をサ イ トゾ ー ル と して 実験 に用 い た B
3) 銅の 定量
細胞成分 とBL M- Cu(ⅠⅠ)との反応で生成 したCu(Ⅰ)量 は , Cu(Ⅰ)に対す る特異的
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なキ レ ー ト化剤NCを用 い て 定量 した o ⅣC水溶液は 次の よう に調製 した . 即 ち , 粉
末を少量 のdil. HC lで 溶解 し , こ れを0. 01M リ ン 敢緩衝液(pH 7･ 2)に て 希釈した
級 , di 上. NaOHで pHを7. 2 に合わせ た o lrDM ⅣC溶液とB LM-Cu(ⅠⅠ)お よび サ イ トゾ -
ル , カ ラム 溶出液な どを混和し , 所定時間37 ℃ にて反応後, ⅣC 一 価銅錯体の A, ma x
であ る45n mの 吸光 度を測定 した . ブ ラ ン ク と して は , BLM- Cu(ⅠⅠ)を加えな い 反
応液を用 い た ｡
カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 溶出液中の 鋼濃度は , 日立208型 原子 吸光光度計 に
て測定した o
4) m卜B LMとB LM- Cu(ⅠⅠ)の分離定量
mf-B LMおよぴB LM- Cu(ⅠⅠ)は , 第2章で 述べ たC M- Sephade x C -25を用 い たカ ラ ム
ク ロ マ トグラ フ ィ ー にて 分離定量 した ｡ 本章の実験で は , 特記 しな い 限.り , 反応
液中の蛋白質の変性除去 , ならび に , ⅣCの抽出除去 のため , ク ロ マ トグラ フ ィ ー
の前に以下 の有機溶媒処理を行 っ た ｡ す なわ ち , 反応液に等容量 の イ ソ ア ミ ル ア
ル コ ー ルを加えて振塗 し , 遠心分離(3,000rpm, 5分) した後に 水屑を分放した o
こ の水屑に , 更に等容量の ク ロ ロ ホ ルム を加えて 同様に操作 した o こ･の よ うに し
て得た水屑をC M- Sephade xの カ ラム に か けた ｡ 本処理 に よ っ て , わず か にカ ラム
に吸着し , 溶出液のpHが7. 2 から7. 7 に上鼻す る分 画に溶出され る細胞成分 が除
かれ , 同位置に溶出 され るデ ア ミ ド -B L対の 定量 が可能とな っ た .
5) 細胞内DN A負切 断の 検討
第2章に て述 べ た ア ル カ リ溶出法 に よ り検討 し た ｡
3 - 2 ラ ッ ト 腹 水 肝 癌 Å H 6 6 薄田 胞 の サ
イ ト ゾ ー } レ むこ よ る B L M
- C u (Ⅰ Ⅰ)
カ ヽ ら の m f - B i M な ら ぴ むこ C u (Ⅰ)
の 生 成
AH66細胞のサ イ トゾ - ル10 rBlに , 1.97mM B LM-Cu(ⅠⅠ)溶液(3 rug/ml)1 Tnl およ
び1mM ⅣC溶液9 mlを加え , 37 ℃ にてイ ン キ エ ペ - 卜 した ｡ こ の 時 , 反 応液は 徐々
に発色を呈 し , ⅣCのCu(I)キ レ ー トの形成に由来す るA455 の吸光度 が増大 した D
反応時間22分 , お よ ぴ , 33分 にお けるCuくⅠ)生成量をÅ455 からも とめ , 次い で ,
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mf - BLMの 生成量 をC M- Sephade x C -25 カ ラ ム クロ マ トグラ フ ィ ー で 求め た o Table
6に示す よ う に , Cu(Ⅰ)と m 卜B LNは , ほぼ等モ ル の割合で 生成 した o
Table 6. Co r r elation of Cu
＋
wi thm etal- fr e B LM
produ ced from BLM- Cu(ⅠⅠ).
(.:
.;･;?, (DmC.u.
'
e,
Met号ユ;訂…写BLM m…
a
ta
t
.
i
:享o
o
r;e
c
B
UニM
22 0.693 0.6 41 1.09
33 0.793 0.6 84 1 .1 6
次 に , . サ イ トゾ ー ル 中の高分子量成分
と低分子 量成分の何れ がBL M- Cu(ⅠⅠ)中の
鋸を還元 す る の か , そ の 還元はSH阻害剤
であ るⅣE Mで 抑制 され る か どうか を検討
した ｡ A 866細胞の サ イ ト ゾ ー ル58mlを
Sepbade x G
-25 の カ ラム (2.64x 70c m)
にか け, 0. 01M リ ン 酸緩衝液(p壬1 7. 2)に
て , 38ml/時の 流速で5 ℃ で展開 した ｡
溶出 液は20分間隔で 分画 した ｡ 各分画
0. 5 mlに0. 01M リ ン 酸緩衝液(pH 7. 2)
1 mlまたは1mM ⅣE M溶液1 mlを加えて37
℃30分間イ ン キ エ ペ ー 卜 し , これ に1. 97
mM BLM- Cu(ⅠⅠ)溶波 O. 1 mlと1mM NC溶
液0. 5 mlを加えて更 に30分 間イ ン キ エ ペ
- 卜し た ｡
各分画によ るCu(Ⅰ)の生 成量 をF ig. 14
に示す ｡ 低分子量分画 (フ ラ ク シ ョ ン番
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Fig･ 14. Sephadex G- 25elutio nprofile
of the a ctivity c ontain ed in the
cyto s ol fra ction of AH66c ells to
reduc ethe c upric †o n of B LM-Cu(ⅠⅠ).
号19- 29) に よ り生成 され たCu(Ⅰ)量 は ,
高分子量分画 (同6 - 15) によ る生成量 の4. 85倍で あっ た ｡ こ のCu(Ⅰ) の生成辻 ,
各分画をⅣE Nで処理 する こ と に よ っ て 抑制さ れた o そ の阻害度は , 高分子量分画
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では68. 6%, 低分子量分画で は93. 4%で あ っ た o 以 上 の 結果か ら , B L M-Cu(ⅠⅠ)中
の銅を還元 す る成分は , 主と して 低分 子量SH化合物で あ る こ と が明 か と な っ た ｡
NE附こよ りCu(Ⅰ)の生成 が阻害された こ と か ら , Ⅳ訓処理 を行 っ たA H66細胞 の
ホ モ ジ ェ ネ ー ト お よび無処理ホ モ ジ ェ ネ - トをBL M- Cu(ⅠⅠ)と反応 して ,
生成量 を比較した ｡ 4ボ リ ュ ー ム のホ モ
ジ ェ ネ ー ト10mlに , 2. 2rnM ⅣEN溶液,
または , 0. 01M リン 酸緩衝液(pH 7. 2)を
9 rnl加えて37 ℃10分 間イ ン キ エ ペ ー 卜し ,
これ に1. 97m河 B L柑- Cu(ⅠⅠ)溶液を1 ml加
えて 更に60分間イ ン キ エ ペ ー 卜 した ｡
こ の反応液を105,000gにて60分間遠心分
離し , その上清をC M- Sephade xカ ラム に
かけて 分析 した o Fig. 15に示す ように ,
ⅣE附こて処 理す る こ と に よ っ て , m 卜BLM
I.5
′ ､
盲1.0
ヽ
ヽ
lコ1
I
- ′
･ L
d)
⊂1.
a
(⊃
U
O.5
0
八
∫
- NEM
_ _ _ _ _ _ _ _＋ NEM
o 20 4 0 60
Fr･a ction n u mbe r
-
Fig ･ 16･ Sephade xG
-75elutio nprofile of
c oppe r r e moved fr om 古LM
-Cu(ⅠⅠ) by t he
ho mogenate of A H66cells ･
⊂⊃
⊂h
～
<
1.5
1 .0
0.5
0
〟
_ NEM
_
- - -
_ _ ＋ MEM
Metaトfre e
dea mi de BLM
mf- BL Nの
BLM-Cu(エ工)
Metaト 什 ee
BLM
o 1 0 2 0 3 0 40
Fr action n u mber
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cells .
の生成は 完全 に抑制さ れた ｡
こ の カ ラ ム の束吸着涜出分 画を回収し ,
凍結乾燥後5 mlの水に溶解 してSepbade x
G- 75の カ ラム (2. 64又 45cIⅥ)に か け,
0. 01M リ ン 敢緩衝液(pH 7. 8)を用 い , 15
ml/時の流速で5 ℃ で展開 し た ｡ そ の溶出
プ ロ フ ィ ー ル をFig. 16に 示す o N EM処理
を行わな か っ た反応液の 流出分画で は ,
ポ イ ドポ リ ュ ウ ー ム 付近 に高濃度の銅が
溶出 された が , N EM処理 を加え たも の の
銅の 溶出量 はわずか で あ っ た ｡
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次に , 先のSephade x G -25 カ ラ ム クロ マ ト グラ フ ィ - で待た高分子量 分画, 低
分子量分 画, お よび , そ れ ら分画の 混液とBL 河-Cu(ⅠⅠ)とを反応 して rn卜BL Mの生成
の有無を調 べ た ｡ 高分子 量分画35mlに0. 01M リ ン 酸緩衝液(pH 7. 2)35mlと1. 97
rnMのB LM-Cu(ⅠⅠ)溶液1 rDlを加えたも の , 低分子量分 画35rnに 同様 に リ ン 酸緩衝液
とBLM- Cu(ⅠⅠ)溶液を加えたもの , ならび に , 各分画を35rnlずつ 合わ せ , これ に
BLM-Cu(Ⅰ)溶液1 mlを加えたも の の 合計三 つ の反応液を37 ℃に て60分間イ ン キ エ
ペ ー 卜 し , CM- Sephade xC -25に て分析 した ｡ そ の結果 , 高分子量分 画 のみ , およ
び , 両分画の混合液とB LM- Cu(ⅠⅠ)と の反応 に お い て , それぞれ , 0. 243rug (添加
BLN- Cu(Ⅰ)に対 して モ ル比率で8. 4%) ,･およぴ , a. 930rug (同 じく32.3%)のTD卜
B LMが生成 した ｡ 一 方 , 低分子量 分画の み とB LM-Cu(ⅠⅠ)との 反応で は , m 卜B L 柑の
生成を認め なか っ た ｡ 本実験に よ っ て , 低分子量 分画 と高分子量 分画の成分 が共
存す る こ と によ っ て , mf- BLMが, 効率良( 生成す る こ と が明か とな っ た o
B L M-Cu(ⅠⅠ)中の銅 に対 して 高 い 還元活性を持 つ 低分 子量分画が , そ れだ けで は
rnf- BLMを生 成し なか っ た と い う結果比 , m卜BL Mの生成 に と っ てCu(Ⅰ)を捕捉する
高分子量成分 が必頚で あ る こ と を示 唆する o 低分子量分画 とBL M-Cu(Ⅰ)と の反応
で は , 生成 したCu(Ⅰ)が溶存酸素によ りCu(ⅠⅠ)に酸化 され , 再びB L M- Cu(Ⅰ)と な
る も の と思われ る ｡ したが っ て , 嫌気的条件で 反応を行う場合 には , 血 卜BL 何が生
成す る と推定 され る o こ の点に つ い て以下 の よ う に検討 した o
低分子量分画15mlに1･ g7mMのBL M-Cu(ⅠⅠ)溶液1 mlを加え , Ⅳ2ガス を通気 しな
がら37 ℃30分間反応 し た .
'
こ の反応液に , Ⅳ,ガ ス を通気したC対- Sephade x C -25 の
サ ス ペ ン ジ ョ ン5 mlを加えてBLMを吸着さ せ , こ れをC 柑- Sephade xカ ラム (30ml)
の 上部に重層 した o 展開は , 0. 01M リ ン 酸緩衝液(p臼 7. 7)300rnl と0. 0 細 岡緩衝
液(pH 7. 7)300rnlの 直線濃度勾配 によ り行 っ た ｡ 対頗 と して , 大気下 にお い て 同
様の操作を行っ た ｡ F ig. 17 に示す よ うに , 嫌気的条件で 反応す る こ と に よ っ て ,
m 卜BL Mが生成 した o 一 方 , 好気的条件で は , 先の結果 と 同様にm 卜B LMの生成を認
め なか っ た ｡
以上 の本節の結果か ら, rD卜B LMは , BL 河- Cu(ⅠⅠ)申の鋼 が主 と して低分子量 のS臼
化合物に よ っ てCu(Ⅰ)に還元 さ れ , B LMカ､ら遊離 したCu(Ⅰ)が細胞高分子量成分
に よ っ て 捕捉き れる こ と に より生成す こ と が明 ら か と な っ た .
Sephade xG
-25の 高分子量分画のみ に お い て も , 低分子量分画と 混合し た場合
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の1/4程度のrn卜B L Mが生成 した o
F ig. 14に示 し たよ う に , 高分子量分
画は , 低分子量分 画の1/5程度,の還
元活性を示す こ と か ら, 高分子量分
画に よ る m卜B L 河の生成 に お い て も ,
BLM- Cu(ⅠⅠ)中の鋼の 還元過程が働 い
て い よう ｡
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Fig. 1 7. Fo r mation of 柑etal -fr
･ee BLM from BLM-Cu(ⅠⅠ)
by the smallm olec u一a r weight fr
la Ction fr o 甘I
Sephadex G- 25colum n chromatography･
3 - 3 高 分 子 量 成 分 むこ 轟吉 舎 し た 銅 の 荷 屑量
状 渇崇 の 検 青才
上述の よう に , BLM-Cu(ⅠⅠ)から遊離したCu(Ⅰ)は , 高分子量成分 によ り捕捉さ
れる こ と が明 らか と な っ た ｡ 本節で は こ れを裏付け る目的で , 高分子量 成分 に結
合して い る鋼の 荷電状腰を検討 した o
まずcu(∫)とCu(ⅠⅠ)の分離定量方法 に つ い て検討 した o そ の検討 の 過程で , ⅣC
のCu(Ⅰ)錯体がSepbade xに強固に吸着す る こ と を認 め た ｡ そ こ で , EDTAのCu(ⅠⅠ)
錯体とN CのCu(Ⅰ)錯体をSephade xG -25 カ ラム クロ マ トグラ フ ィ ー で 分離す る こ
とを試み た . そ の 結果 , 20% (Ⅴ/v)ジメチ ル ス ル フ ォ キ シ ド(DM SO)- 80% (v/v)0.01M
リン 酸緩衝液(pf17. 2)で 平衡化 したカ ラ ム(1. 5 x 38c m)に こ れ ら錯体を溶解 し
た上述のD M SO- リン 酸緩衝溶液をア プライ し , 50% DM SO-50%0. 1朗 リ ン 酸緩衝液
(pH 7. 2)で 溶出す る こ と によ り良好な分離を得 る こ と がで き たくF ig. 18)｡
A H66細胞の サ イ トゾ - ル10mlに1. 97rnM BLM- Cu(Ⅰ)溶液を1 ml加え , 37 ℃3O分
間イ ン キ エ ペ ー 卜 し た o こ れをCM- Sephade xカ ラ ム に か けて 待た未吸 着涜出分 画
7 mlに , 0. 1M Ⅳ朗 を1 ml, 50mM ⅣCのD M SO溶液を2 rBl, お よ ぴ , プロ ナ ー ゼ Eを
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103. 6 mg加え, N2ガ ス 通気下37 ℃にて2時間反応 した o こ の 反応液 に0. 2M Na. - E DTA
を0. 5 ml加えた後 , 上述の方法 にて 分析し た o F ig. 1飢こ示す よ う に ,
金銅量の91. 8 別ま, N CのCu(I)錯体の ピ ー ク に 一 致 して 溶出さ れた .
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次に , C M- Sephade xの未吸着流出分画をⅣC と イン キ エ ペ - 卜 した後 , イ ソ ア ミ
ル ア ル コ ー ル に よ るN CのCu(Ⅰ)錯体の抽出を試み た o A口66細胞の サ イ トゾ ー ル10
rnlと1. 97mMのBL弼- Cu(ⅠⅠ)溶液1 mlと を37℃30分間反応 した o そ の 流出分画3 mlに
2.5J州 ⅣC溶液2 mlを加え , 大気下 にお い て0 ℃gO分 間イ ン キ エ ペ - 卜 し た o これ
に8 mlの イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル を加えて振盈抽出 した と こ ろ , 涜出分画の金銅量
(15. 3 jL g/3 ml)の79. 1%がN C-Cu(Ⅰ)と して抽出 された o
以上 の結果 か ら, BL柑-Cu(ⅠⅠ)か ら還元反応に よ っ て 遊離され たCu(I)汰 , 一 価
の荷電状腰の ま まで 高分子量成分に結合して い る こ と が明 らか と な っ た ｡
3 0
3 - 4 銅 藤吉 合 高 分 子 量 薄田 胞 成 分 の 一 性 状
銅結合成分 が蛋白質で ある か ど うか を検討
した o AH66細胞の ホ モ ジ ェ ネ - トの m 卜BL M生
成活性が比較的熱安定性で あっ たので , 4ボ
リ ュ ー ム のホ モ ジ ェ ネ ー トを100 ℃1分間熱
処理 し , 15,000g, 48分 間遠心分離 して 上清
を得た o こ の上清10mlに プ ロ ナ - ゼ E溶液
5 ml (300mg)を加え ,■37 ℃で60分間反応し た
級, 0. 39rnM B LM- Cu(ⅠⅠ)溶液(0. 6 mg/ml)を
5 ml加えて 更に60分 間反応 した ｡ 対頗 と して ,
プ ロ ナ - ゼ E溶液の代わ り に0. 01M リ ン 酸緩
衝液(pH 7. 2)を加えたも の を同様 に処理 した ｡
これ ら反応液をCM- Sephadexカ ラ ム ク ロ マ ト
グラ フ ィ ー フ にて 分析 した ｡ F ig. 19 に示す よ
うに , プ ロ ナ ー ゼ処理 に よ っ て , m 卜BL Mの生
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Fig. 19. Effect of Pro naseE ont he
fo nTtation of m etal - fr e eBLM from
B LM- Cu(ⅠⅠ) by the homogenate of
A H66cells｡
成は完全 に抑制 され た ｡
W ingeらはSH基を介 して鋼を潜合 して い る蛋白質, c op pe r- Chelatirlの 銅がsH
阻害試薬p cM Bに よ っ て 遊離す る こ とを報告し た 5 4 )｡ そ こ で , B L M- Cu(Ir)か ら遊
離した銅を結合 して い る蛋白質 にお い て も , 同様の こ と が起こ る か どう か検討 し
たo CH - Sephade xの未吸着流出分画4 血1に0. 06M Ⅳa. - EDTAお よび0. 06M ⅣE 河をそ
れぞれ1 ml加え , 37 ℃30分間イ ン キ エ ペ - 卜 した o こ れ をSephade x G-25 カ ラム
(1 x 45c m)に か け , 0. 01M リ ン 酸緩衝液(pH 7. 2)にて 展開 した ｡ 対席 と して ,
EDT Aお よ びⅣE M溶液 に代えて , 0. 03M Na. - ED T A溶液を2 mlカロえた も の , な らび に ,
0. 01M リ ン 敢緩衝液(pH 7. 2)を2 rDl加えたも の に つ い て 同様に処理 し た o 銅の溶
出プ ロ フ ィ ー )レをFig. 28 に示す o ED TAおよびN 別の 瀕方を加えた場合 , 全溶出銅
量の53%が低分子量分画 に溶出さ れた ｡ E D TAの み を加え た寄合 , な ら びに , 緩衝
液の み を加えた場合の 低分子量 分画 へ の 銅の 溶出量 は , それぞれ , 29. 2%, なら
び に , 6. 2%で あ っ た o 本実験結果 か ら, 蛋白質と銅の結合 にはSH基 が関与 して い
る こ と が京唆さ れた ｡
3 1
上述の示 唆に基づ い て , 蛋白質のSH基
をNE Mで 予 め ブ ロ ッ クす る こ と に よ り ,
Tn卜B LMの生 成が抑制さ れ るかどう かを検
討した o A日66細胞の サ イ トゾ - ル20ml
に0. 21M ⅣEM溶液を1 ml加えて37 ℃15分
間イ ン キ エ ペ ー 卜 した o 過剰のNE Mを除
くため , こ れ をSepbade x G
-25 カ ラム に
かけて 高分子量分 画を得た o こ の分画16
mlに1. 97m対 BL M- Cu(ⅠⅠ)溶液1 mlと6. 7
mMシ ス テ イ ン3 一口lを加え , Ⅳ2ガス の通気
下37 ℃30分間反応 した ｡ 対頗 と して ,
ⅣEM溶液 に代 えて0. 01M リ ン酸緩衝液
(pH 7. 2)1rnlを加え たものを 同様に処理
した ｡ 反応は , シ ス テイ ン の自動酸化 を
避ける ため に嫌気的に行 っ たが , 反応後
の操作は通常の 好気的条件で 行 っ た ｡
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F ig. 21に示すよう に , N 別処 理を加えた
高分 子量分 画を用 い た反 応で は , rnf- BL 対
の生成を認め な か っ た ｡
以 上 の結果か ら , B LMか ら遊離す る
cu(Ⅰ)を溶合す る細飽成分 はSH蛋白質で
あ り , そ のSH基を介 してCu(Ⅰ)を結合す
る こ と が明 か と な っ た ｡
3 2
3 - 5 B L ” - C u (I I) 申 の 銅 の 還 元 な ら
び むこ B L ” - C u (Ⅰ Ⅰ) の 頴田 胞 内 D N Å
鎖 切 断 清 一 性 の 温 度 依 存 一 敗
AH66細胞の サ イ トゾ ー ル , シ ス テ イ ン ,
グル タ チ オ ン に よ るBL M- Cu(ⅠⅠ)中の鋼の還
元の 温度依存性を調 べ た ｡ AH66細胞のサ イ
トゾ ー ル , 1mM シ ス テ イ ン 溶液 , 1Ⅱ】M 還元
型グル タ チ オ ン 溶液を用 い , それぞれ , そ
の1 ml に0. 2mM B LM- Cu(ⅠⅠ)溶液1 mlお よぴ
1mM NC溶液1 mlを加え , 1, 1Z, 21,30, 37
およぴ47 ℃ で30分 間反 応した ｡ F ig. 22 に示
す よう に , Cu(Ⅰ)生成量 は温度の 上昇と と
も に増大 し た o l ℃30分間 の反応 にお い て
サ イ トゾ - ル が産生 したCu(Ⅰ)量 は , 37 ℃
のそ れの15. 4%で あ っ た ｡ シ ス テ イ ン は ,
30 ℃ まで は サイ トゾ ー ル と ほ ぼ同程度の量
のCtl(Ⅰ)を産生 した o グル タ チ オ ン が37 ℃
にて産生 したCu(Ⅰ)量 は , シ ス テ イ ン の そ
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れの約1/20 であ っ た o
第2章に て 示 したよう に , BL M- Fe(ⅠⅠ)は , 無細胞系の反応で , 0 ℃ にお い て も
DⅣA鎖を切断す る . 従 っ て , m 卜B LMは , 0 ℃に お い て も 培養細胞系 に お い て 細胞
内D NA鏡を切断す る こ と が予想され る o 一 方 , BL 柑- Cu(ⅠⅠ)で は , 上述の鋼の還元
の温度依存堆 か ら, 0 ℃ で はrn 卜BLM へ の細胞内変換は困発と考え られ , 従 っ て ,
細胞内DⅣA鎖切断は生 じな い も の と予想され る ｡ こ の点に つ い て 以下 の よ う に検
討 し た o
予 め (
3H)チ ミ ジ ン でDN Aを標識 したA R66細胞を1 x lO5 個/mlと なる よう培養
瀬に浮遊 し , そ の2 mlに7. 2mM mf -B LMまたは6. 9mM B LM-Cu(ⅠⅠ)溶液0. 1 mlを加え ,
o ℃ で30分間 イ ン キ エ ペ ー 卜 した後に ア ルカリ溶出法 にて 細胞内DNA負切断を測
定し た ｡ ま た , 同様 にイ ン キ エ ペ - 卜 した細胞を , 5 mlの氷冷し た新鮮培地 で2
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回遠心分離 によ り洗浄 し , そ の後
BLNを含ま な い 新鮮培地中で37 ℃
30分間イ ン キ エ ペ ー 卜 したも の に
つ い て もD ⅣA鏡切 断の 有無を調 べ
た｡ F阜g･ 23に しめ すよ う に , 0 ℃
処理 におい て , m 卜B L MはDNA負切
断活性を発現した が , B LM-Cu(ⅠⅠ)
は活性を示 さな か っ た ｡ 温度を37
℃ に 上 げ, 新鮮培地で 培養を継続
する こ と に より , rnf- BL Mで処理 さ
れた細胞で はDN A負切断が更に進
行し , また , BLM- Cu(ⅠⅠ) で処理 さ
れた細胞 に お い て もD NA長の切断
が生 じた o O ℃ でB L M- Cu(ⅠⅠ)処理
を受けた細胞のDⅣA負 が, 37 ℃へ
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in r at a s cit eshepatorn aA H66c el ls ･
の鼻温 に よ り切断され た こ と は 卜 0 ℃ に おい て 細胞内に取り込 まれ たBL 粥- Cu(Ⅰ)
が, 鼻温 に よ る鋼の還元反応の進行 によ っ て mf- BL附こ変換された こ とを示す も の
と解釈 され る ｡
以 上 の結果か ら, B LM-Cu(ⅠⅠ)申の鋼の還元 か ら始ま る7nf- BL M生 成機作が , 細胞
内に お い て 働い て い るも の と推定される ｡
3 - 6 各 種 癌 薄田 胞 の m f - B L M 生 成 宙巨
BLM-Cu(ⅠⅠ)をrn卜B L削こ変換す る機作が , A H66細胞だ けで なく各種癌細胞に お い
て も働 い て い る か ど うか を , ヌ - ド マ ウ ス 皮下移植 ヒ トおよ ぴイ ヌ 腫癌を用 い て
検討 した D 既述の よ うに , Cu(Ⅰ)を捕捉 した蛋白質は , C M- Sephade xに吸着せず
に涜出す る ｡ そ こ で , 本実験で は , そ の説出分画 に溶出 され る鋼の 量 をm 卜BL対生
成の指標 と した o ま た , 読出分画の鍋倉量 の増加 が, SH化合物お よぴSE蛋白質が
関与す るm 卜BL河の 生成機作に よ る こ と の おさ え と して , 鍋倉量 の増加 に対す る
打EMの 阻害効果を見た o
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実験は次の よ うに行 っ た ｡ ヌ ー ド マ ウ ス か ら腫癌を採放 し, 3倍容量の0. 01M
リ ン 酸緩衝液(pH 7. 2)を加えて テ フ ロ ン ホ モ ジナ イザ 一 に てホ モ ジ ェ ネ - 卜し た o
これを105,000g, 60分間0 ℃ にて 遠心分離 しサ イ トゾ ー ル を得た o こ の サ イ トゾ
ー ル1 mlに上 記緩衝液ま たは0. 01N Ⅳ訓溶液0. 125血1を加えて , 37℃5分間 イ ン
キ エ ペ - 卜 し , 次い で , 1. 3mM BLM-Cu(ⅠⅠ)溶波O. 125mlを加え て , 更に60分間 イ
ン キ エ ペ - 卜した o 対顔 と して , サ イ トゾ ー ル に緩衝液の みを加えたも のを 同様
に処理 した ｡ こ れら反応液を2 mlのC 柑- Sephade x C- 25 のカ ラム に かけ, そ の流出
分画の鍋倉量 を測定 し た o サ イ トゾ - ル の蛋 白質濃度は , 牛血 清ア ル ブミ ン を標
準蛋白質と して , Lo w ryの 方法 5 5 ) に より定量 し た o
結果をTab le 7に示す . 流出分画申鍋倉量 は , サ イ トゾ - )i/の蛋 白質1 rng当た
りの 値で 示 した o サ イ トゾ ー ル の み の琉出分画申銅含量 に 比べ , N EM非存在下 に
お い て サ イ トゾ ー ル とB L M- Cu(ⅠⅠ)を反応 した場合 の鍋倉量 批 全腫癌系串い て増
加して い た o こ の鋼含量 の増加は , Ⅳ訓 を加え る こ と によ っ て 抑制さ れた ｡ 各腰
痛系に お けるⅣEMの阻害度は , 80 から100 別こ渡 っ て い た .
以 上の 結果か ら, BLM - Cu(Ⅰ)か らのCu(I)の還 元 的遊離と , そ のCu(Ⅰ)のS 臼蛋
白質 によ る捕捉と い うrn卜BLM生成機作 が, 広く各種癌細胞 で働 い て い る こ と が推
定さ れる ｡
Table 7･ In c r e a s e of c op pe r a m o u nts at CM- Sephadex eff一u e nt fr a ctio n s
of cytosols of dog a nd h'u m a n c a n c e r sby in c ubation with BLM- Cu(II)
and its inhi bi tio nby ”- ethylm aleimi de.
Tumors Copper(JLg/mg protein) Inhibi tio n of
tr a nspla nted - BLM- Cu(ⅠⅠ) ＋ B LM- Cu(ⅠI) ユ望c:竺_s竺
of coppe r
1
'
n nude mic e - NEM - NEM ＋ NEM by NEW(%)
Hu man gastric ca n cer G/I
Hu m an ga stric c an ce rG/S
Hu m a ngastr
.ic c a n c e rG.Ly/S
Hum a nsqua m ous cellc a r cin o m aSq/”
Hurn a npa n c re a七ic c a nce rPA-1
Dog gastric ca ncer 伝/Dog 73-18
0. 037 0.223 0. 5 4
0. 056 0.2 38 0. 7 4
0.152 0.333 0.1 33
0.0 33 0.1 52 0. 3 8
0.0 38 0.1 52 0.061
0.15 9 0.21 5 0.1 46
Dog pa r
･oti dgla nd ca n c er
･ ”/Dl-1 0 0.0 40 0.15 2 0. 58
91
90
一oo
96
80
一oo
84
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3 - 7 要 約 な ら び むこ 考 察
1) 要 轟与
AH66細胞の サ イ ト ゾ ー ル とB LM-Cu(ⅠⅠ)と をNCの存在下反 応す る と , NCのCu(Ⅰ)
錯体とm 卜BL Mがほ ぼ等モ ル生成 した o こ のBL 河- Cu(ⅠⅠ)申の 銅を還元 す る成分は ,
主と して 低分子 量SH化合物で あ っ た ｡ SH阻害剤で あるⅣE 削こよ っ て , 癌細胞 ホ モ
ジェ ネ ー ト に よ るB LM-Cu(ⅠⅠ)からの m 卜B LMの 生成が阻害 され た o A H66細胞のサ イ
トゾ - ル の 高分 子量成分 とB LM-Cu(ⅠⅠ)と の 好発的反応でm 卜B LMが生成 した が, 低
分子量成分 との 反応で は , m 卜BL Mは生成 しな か っ た . こ れ ら高分子量 成分 と低分
子量成分 とを合わ せ る こ と に より , 効率良くm 卜BL Mが生成 し た o 低分 子量成分と
BL凹-Cu(ⅠⅠ)との 嫌気的反応 に よ っ て , mf- B LMが生成 した o 以上 の実験結果か ら ,
BLM-Cu(ⅠⅠ)中の 鋼は , 主 と して低分 子 卦 叫ヒ合物に よ りCu(Ⅰ)に還 元 さ れてBLM
か ら遊離 し , そ の 遊離 したCu(Ⅰ)が高分子量成分 に結合す る こ と によ っ て m 卜BL 河
が生成す る こ と が明 か とな っ た ｡
高分子 量成分 に 結合 して い る銅の荷電 を調 べ たと こ ろ , 一 価の 銅 で あ る こ と が
明 ら か にな っ た ｡
A H66細胞 のホ モ ジ ェ ネ - トをプ ロ ナ ー ゼ E で 処理す る こ と に よ り , BL M-Cu(ⅠⅠ)
か らの mf- B LMの 生成 が阻害さ れた o 高分 子量成分 に結合 した銅は , E D TA単独 に比
べ
, 更にNEMを加えて イ ン キ エ ペ ー 卜する こ と に よ り , よ り多く高分 子量成分 か
ら遊離した o AH66細胞の サ イ トゾ ー ル の 高分子量成分 とB LM-Cu(ⅠⅠ)と をシ ス テ イ
ン存 在下反 応す る と mf- BLMが生成 したが , ⅣE M処理 を加えた高分子量 成分を用 い
た場合, m 卜B LMは 生成 しな か っ た o 以上 の結果か ら , Cu(Ⅰ)を結合す る細胞成分
はSH蛋白質で あ り , Cu(Ⅰ)はSH基を介して 蛋白質 に結合す る こ と が明 ら か と なっ
f= o
B L M-Cu(ⅠⅠ)申の 銅の還 元反応は温度依存性 があ り , AH66細胞の サ イ トゾ - ル が
1℃ で 産生するCu(I)量 は , 37 ℃ の それ の15.4%で あ っ た ｡ A H66細胞をmf
-B L河ま
たはB LM- Cu(ⅠⅠ)と と も に0 ℃30分培養す る と , nl卜BL 柑処理細胞の み に細胞内DNA
鏡の 切断を認め た o しか しながら , 培地申の薬剤を除 い た後 , 37 ℃30分間培養す
る こ と に よ っ て , B LM-Cu(ⅠⅠ)処理細胞に お い て車DN A鎖の切 断が生 じた o 以 上の
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結果から , BLM- Cu(Ⅰ)申の 銅の還元 か ら始ま る m 卜BL 対の生成機作が , 細胞内に お
い て 働い て い るも の と推定さ れた ｡
ヌ ー ド マ ウ ス 移植各種 ヒ トおよ びイ ヌ 腫癌の サ イ トゾ ー ル をBL M-Cu(ⅠⅠ)と反 応
す る こ と に よ っ て , C M- Sephade xの流出分画申の 鋼含量 が増加 した o こ の銅含量
の増加は , ⅣE Mで サ イ トゾ ー ルを処理す る こ と によ っ て 阻害さ れた o こ の緒果か
ら , 各種の癌細胞に お い て , SH化合物お よぴsH蛋白質の 関与 す るrnf- B LM生成機作
が働 い て い るも と推定さ れた ｡
2) 考 察
本章で 述 べ た研究 に よ り , ラ ッ ト腹水肝 癌A口66細胞の サ イ ト ゾ ー ル は , 下式 で
示す機作に よ りBL M- Cu(ⅠⅠ)をm 卜BL削こ変換す る こ と が明か と な り ,
が細胞内お よぴ各種癌細胞で働 い て い る こ と が示 唆さ れた o
EL M- Cu(II) う
Ⅹ
E LM CuくⅠ) - (1)
Cu(Ⅰ) う M ′ - Cu(Ⅰ) (2)
ま た , 本機作
(1)式 中の Ⅹ は 還元性物質で あ り , 主 と して 低分子量SH化合物で ある と , また ,
(2)式中の M はSH蛋白質で あ り , SH基を介してCu(Ⅰ)を結合す る と結論さ れた ｡
還元性物質Ⅹ は , 主 と して 低分子量S H化合物 と結論され たが , F ig. 14で示 した
よう に , S H蛋白質お よびN EMで還元能の抑制を受けな い 他の細胞内還元 性物質も
Ⅹ と して の作用す る可能性が示唆され た o 他の還元催物質と して は , ア ス コ )i/ど
ン 酸がグル タ チ オ ン と 同程度の還元能を有す る こ と を認め て い る ｡ 低分子量SH化
合物に加え , こ れ らSrl蛋白質, ア ス コ ル ビ ン 酸な ども , 一 部, B L 河- Cu(Ⅰ)申の銅
の細胞内還元反応に 関与 して い る も の と思われ る ｡
細胞内の低分子量sH4ヒ食物と して は, シ ス テ イ ン お よび グル タ チ オ ン が考え ら
れる o 組織申の シ ス テ イ ン お よび グル タ チ オ ン 含量 は , 1g湿重量当た り, それぞ
れ, 30- 10 x 10
- 9お よぴ50 - 10,000汰 10
- 9
m ole sと報告さ れて い る 5 G '｡ グ
ルタ チ オ ン 辻 , そ のBL M- Cu(ⅠⅠ)申の 鋼に対す る還元能 がシ ス テ イ ン の 約1/20 で は
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ある が(F ig. 22), シ ス テ イ ン に比 べ 細胞内に高濃度に存在す る こ と か ら , シ ス テ
イ ン と共 に 還元剤 Ⅹ と して働 い て い る も の と考えられ る ｡
既に述べ たよ う に , BLM- Cu(ⅠⅠ)埠 , Cu(ⅠⅠ)を中心 に して 正 八 面体構造を取 っ て
い る こ と 2 0 'か ら , シ ス テ イ ン , グル タ チオ ン な どの還 元剤が , どの よう に錯体
中のCu(ⅠⅠ)に接近 し得る の か が問題と なろ う ｡ 滝田 ら2 = は, 錯体の 第硝己位子
であるカ ルバ モ イ ル 基 の酸素とCu(Ⅰ)の結合は 極め て 弱 い と 報告して い る ｡ した
がっ て , こ れ ら還 元剤は , カ ル バ モ イ ル基 の脱離に よ っ てCu(ⅠⅠ)に接近 し得る も
のと思われ る o Fr e edm a nら
5 7 ) は, B LM- Cu(ⅠⅠ)からの銅 の還元 に よ る遊離に つ い
て本研究 結果を追試 し , 銅の 遊離に先だ っ て , SH化合物 が銅に配位す る と い う結
果を示 して い る o
細胞内還元性物質 が還 元剤Ⅹ と して 歯学得る ため に は , 上述の錯体中のCu(ⅠⅠ)
に近づ き 得る と い う性質 に加えて , そ のCu(ⅠⅠ)を還元 し得 るだ け標準還元電位 が
低い と い う性質が必要で ある o BL M銅錯体のCu(Ii) /cu(Ⅰ)の標準水素電極(ⅣHE)
に対する標準還元電位は , -327mVと報告 され お り5 8 ), シ ス テイ ン , グル タ チ オ
ン お よび ア ス コ ル ビ ン 酸の標準還元電位(v sホ旧E)は, それ ぞれ , -340rnV, -230rnV
およ ぴ -58mVと報告 されて い る 5 9 'o した が っ て , 上 記3還元 剤の うち で は , シ
ス テイ ン の み が , BL 肘- Cu(ⅠⅠ)申の鋼を還元す る に十分な低さ の標準還元電位を有
する と言える o BL M- Cu(ⅠⅠ)申の銅に対す る還元 活性は , グル タ チオ ン お よび ア ス
コ ル ビン 酸がシ ス テ イ ン よ り低か っ たと い う本研究結果は , これ ら還 元剤の 標準
還元電位の違 い に よ り説明 し得 る o
先に述べ たよ う に , Fr e edm a nら 5 7' は , SH4ヒ食物とBL M- Cu(If)とを嫌気的に反
応し., 錯体中の銅の還元 に つ い て 速度論的検討 を加え, 下 記の (a)
- (c)の 素反
応式 と(d)の絵反 応式 を提出し た o
BL肘- Cu(ⅠⅠ)
BL 柑- Cu(ⅠⅠ)- S只
B L柏-Cu(Ⅰ)- SR
R SR う
R S臼 う
良SH う
B LM-Cu(ⅠⅠ)- Sf! ＋ 口
＋
- (a)
B LM-Cu(Ⅰ)- SP 十 1/2投S S良 十 日＋ - ･ (b)
Cu(Ⅰ)- ( SR)2 ＋ B L M ＋ 臼
＋
･ ･ ･ (c)
B LM-Cu(ⅠⅠ) ＋ 3fiS 日う Cu(Ⅰ) - (
‾
SR)2 ＋ 1/2RS SE＋ B L M十 3Il＋ ･ ･ ･(d)
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彼らは , B L M- Cu(ⅠⅠ)とRSHとを合わ せ たさ い , 銅の還元 に 先立 っ てB L柑-Cu(ⅠⅠ)
の可視吸収 ス ペ ク トル の 九 m a xが603n mか ら595n mに シ フ トす る こ と , B L河- Cu(ⅠⅠ)
申の鋼1当量 の還元 に2当量のR SHが必要な こ と , こ の時, 600n mの 吸収は消失す
るが, 350n mに か けて の近紫外吸収が残る こ と , こ の近紫外吸収は , 更に1当量の
RS日を加える こ と によ り消失す る こ と , rnf- B LMとCuC lと を嫌気的に合わせ る こ と
によ り上 述の近紫外吸収を持つ 黄色のBL M- Cu(Ⅰ)がで き る こ と , こ の近紫外吸収
は2当量 の投S口を加え る こ と に よ り消失す る こ と な どを観察 し た o こ れ らの 結果か
ら, 披ら披 , B LM-Cu(ⅠⅠ)の銅 へ のR SHの配位(a式), 銅の宜SHによ る還元 と , 生 じ
たBL M- Cu(Ⅰ)の銅 へ の只SHの酉己位(b式), 更 に1当量のRSHの供給 に よ るCu(Ⅰ)の
BLMカ､らの遊離(c式)の 各反応が進行して い る と結論した ｡ mf- BL Mがcu(I)と錯体
を形成す る こ と 6 O ･ 6 1 ), その錯安定度はBL 柑-Fe(ⅠⅠ)とほ ぼ 同程度で あ る こ と 6 1 '
が報告されて お り , Fr e edm a nらの研究結果 , 特 に , 2当量 のR S削こよ るBL M- Cu(Ⅰ)
からのCu(Ⅰ)の 遊離は , rnf- BL Mの生成機作の 上 で 重要な知見 で あ る o
Fr e edm a nらは , 上 述の良SH によ るB LM-Cu(ⅠⅠ)申の鋼の還元 と只S削こよ るCu(Ⅰ)の
B LMカ､らの遊離を , B L M-Cu(ⅠⅠ)がiEi 旦jヱ旦で 生物活性を発現す る作用機作と して提
案し , 遊離 したCu(I)を捕捉す るSH蛋 白質の 必要性に つ い て は言及 して い な い ｡
F ig. 17に示 したよう に , 嫌気的条件下 に お い て は , A 臼66細胞のサ イ トゾ ー ル のSH
化合物を含む低分 子量分画とBL M- Cu(ⅠⅠ)と の 反応でrnf- BL 柑が生成 した が, 好気的
条件下で は , その生 成を認 め なか っ たo Fr e edm a nら自身も , BL M- Cu(ⅠⅠ), 過剰の
シ ス テ イ ン お よ びFe(ⅠⅠ)を合わせ , 嫌気的に反応 して銅を完全 に還元 した後 に垂
気を吹込む と , ES良ス ペ ク トル 上 , 一 過性にB L 柑- Fe(ⅠⅠ)が生成 し , 20秒後 か ら
B LM∵Cu(ⅠⅠ)が生成 し始め , 2分以内に全BLMが鋼錯体と なる こ とを認 め て い る o
細胞内は好気的条件で あ る こ と か ら, BL M- Cu(ⅠⅠ)を安定か つ 確実にmf- BL附こ変換
す る ため に , Cu(Ⅰ)を捕捉す るS R蛋白質は必須なも の と考 え られ る o
cu(Ⅰ)捕捉S日蛋白質に は , 第2葦F ig. 13 で示 し た銅のSepbade x G -75 の溶出 プ
ロ フ ィ - )L'か ら , 分子量 の異な る複数の種類 の蛋白質が存在す る と推定され た D
一 方 , 本章のF ig. 16 の溶出プ ロ フ ィ ー ル で は , F ig. 13 と は異 な り , ポ イ ドボ リ ュ
ー ム付近 に ほ と ん ど全て の銅が溶出 された o こ のCu(Ⅰ)を結合 した蛋 白質の 分離
精裳を試み たが , その 同定は 困難で あ っ た o そこ で , Cu(Ⅰ)結合蕉自費の 性状を
明らか にす る ため , 成知のSH蛋白質お よびsH化合物を用 い , そ れ らがB LM
-Cu(ⅠⅠ)
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から還元 的に遊離す るCu(Ⅰ)を結合 しう るか どう か に つ い て 検討を加えた ｡ その
結果を次の 章に示す ｡
4 0
弟写 ∠星 章 -
- 価 鋼 を 捕 捉 す る S H 蛋 臣ヨ 埜賢 の
一 性 質
#
メ タ ロ チ オ ネイ ン (M T)は , Zn(ⅠⅠ), C d (ⅠⅠ), Cu(Ⅰ)な ど の金属イ オ ン を結合し
て い るS臼蛋 白質 と して 良く知 られて い る o こ れ ら金属イ オ ン は , シ ス テイ ン 残基
のS臼基の配位 に よ っ てM Tに結合 して い る 6
2 '
o こ れら金属イオ ン のM Tへ の 親和性
は, Cu(Ⅰ) > C d (ⅠⅠ) > Zn(ⅠⅠ)の願で 高く , Zn(ⅠⅠ)は 他の 金属イ オ ン に よ っ て 容
易 に置換さ れ る
6 2 )
｡ 属の肝臓中の ア ル コ ー ル デ ヒ ドロ ゲナ - ゼ (ADrl
l
)は , 亜鉛
蛋白質で あ り , 二 つ の 同 じサ ブ ユ ニ ッ ト か ら な っ て い る
6 3 '
｡ そ の サ ブ ユ ニ ッ ト
は , 2個のZn(ⅠⅠ)を結合 して い る . そ の 一 つ は活性サ イ トに あ り , 2個の シ ス テ
イ ン と1個の ヒ ス チ ジン 残基 が寵位 して お り , 他は , 4個の シ ス テ イ ン 戎基 が配
位して い る 6‾3 '｡
本章で は , これ ら二 つ のポ リチ オ ー ル茸白質 , な らび に , ジチオ
ー ル化 合物と
して ジチオ ス レ イ ト ー ル (DT T), モ ノ チオ ー ル化 合物と し て シ ス テ イ ン を用 い ,
これ ら が, BL村-Cu(ⅠⅠ)か ら還元的に遊離す るCu(Ⅰ)を捕捉 し得 る か どう か検討 し
た結果に つ い て述 べ , Cu(Ⅰ)を結合 し得 るSH蛋 白質の 性状に つ い て 考察す る ｡
4 - 1 実 験 材 料 な ら び むこ 方 法
1) 化合物
B LMは , A2 , - Cを用 い た o L- シ ス テ イ ン1水和物は 日本理化学薬品 (東京) よ
り , D L- D TTとM TはS igm a C he mic al Co. (St. Lo uis, MO) より ,.A DHはBo ehringe r
Ma n nheim GmbH (Ma n nheim)よ り , Cd Cl,は和光耗薬 (大 阪) よ り購入 し たo
2) S郎ヒ合物お よびS H蛋 白質に よ るB LM- Cu(ⅠⅠ)の m 卜B LNへ の変換
o. olM リ ン 酸緩衝液(pH 7. 2)申で0. 2mM B LM
-Cu(ⅠⅠ)と1mN シ ス テイ ン ま たは
1fnM DT Tを37 ℃1時間反応した o M T( 終濃度300p g/rnl) , また娃 , A DH (輿濃度
1 mg/rnl)は , 上述の1mM シ ステ イ ン を含む反応故 に加えて 同様に反応 した ｡ その
反応 のあ い だ, チ オ ー ル の 自動酸化 を防 ぐため にN2ガ ス を通気 した . 反応後, ボ
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ルテ ッ ク ス ミ キサ ー にて 垂気と混ぜ , 更 に10分間37 ℃で イ ン キ ュ ベ ー 卜した o
mf- BLMお よ ぴB L M- Cu(Ⅰ)の分離定量 は , 既述 のC M- Sephade x C-25を用 い たカ ラム
ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り行 っ た9 溶出液は22rnl /時間 の速度で 流 し , 10分 間隔
で集め た o 溶出液中の金属含量 は , 原子 吸光光 度計 日立z -8000 で測定 した o
3) M T誘導 ラ ッ ト肝臓の サイ トゾ - ル の調 製
雌性10週藤のDo n Tyu系 ラ ッ ト (日本ラ ッ ト , 東京) にC dC l,をカ ドミ ウム と し
て3 mg/ kgの投与量 で 1 日 1 回2 日間腹腔内投与 した o そ の後投与 量 を1 rug/kg
に下げ, 更 に4 日間投与 した ｡ 最終投与 の翌 日 に ラ ッ トを屠殺 し , 肝 臓を摘出し
たo そ の肝 臓を3倍容量 の0. 25M グル コ ー ス を含む0.1Mトリ ス 塩酸緩衝液(p日 7. 4)
と合わせ , 水冷下K ine matic aポ リ ト ロ ンホ モ ジナ イ ザ 一 に てホ モ ジナ イ ズ した o
このホ モ ジ ェ ネ ー トを105,000gにて0 ℃ 1時間遠心 分離し , 得られ た上 清を拘T誘
導ラ ッ ト肝 臓サ イ トゾ ー ル と して用 い た ｡ 対顔 と し て無処理肝臓 の サ イ トゾ - ル
を同様に調 製した ｡
4) M T誘導お よぴ非誘導ラ ッ ト肝臓サイ トゾ ー ル に よ るCu(Ⅰ)の捕捉
MT誘導お よび非誘導 ラ ッ ト肝臓サイ トゾ ー ル (2. 5 ml)を , 2rnM■BL M-Cu(ⅠⅠ)緩衝
溶液 (0. 25M グル コ ー ス 含有0. 1Mトリ ス 塩酸緩衝液, pH 7. 4) 0. 5 miと合わ せ ,
37℃ で1時間 イ ン キ エ ペ ー 卜し た o 対照 と して , サ イ トゾ ー ル をB L拭-Cu(ⅠⅠ)の非
存在下 で 同様に イ ン キ エ ペ - 卜 した o そ の後 , 反応液2 mlを1rn河 トリス 塩酸緩衝
演(pH 8. 6)で 平衡化 したSephade x G-75 カ ラ ム(1.84x 45c m)に か け , 同緩衝液
を用 い , 流速3. 1 ml/時にて5 ℃ で溶出 した ｡ 溶出液は30分間隔で集め , そ の銅,
亜鉛 , カ ドミ ウム 濃度を上述の庶子 吸光光度計 で 定量 した o
4 - 2 S Hイヒ 食 物 お よ ぴ S H 蛋 白 質 むこ よ
る B L M - C u (Ⅰ Ⅰ) の m f - B L M へ
の 変 換
o. 2rnM BLM- Cu(Ⅰ)と1mM シ ス テ イ ン ま たは1rnM D T Tを含む反応液10mlを嫌気
的条件下で37℃60分間反応 し , そ の後好気的条件下 で10分 間反応を継続した後,
cM- Sephade x C
-25 カ ラ ム クロ マ トグラ フ ィ ー に て m 卜BL Mの 生成の 有無を調 べ た ｡
結果をFig. 24 に示す o B L対-Cu(ⅠⅠ)をD TTと反応す る こ と に よ っ て , mf- BLMが生成
4 2
したが, シ ス テ イ ン と の 反応で は , そ の
生成を認め なか っ た ｡ D T Tと の反応に よ
っ て生成 し たm卜B L Mの量 は , BL Mの捻溶
出量 の64. 9%, 1. 098Ftrn Olで あ っ た o 溶
出液中の銅濃度を原子 吸光光度計で 定量
したと こ ろ , BL M- Cu(ⅠⅠ)か ら遊離し た銅
汰, 未吸着流出分画申に見 い だ され た｡
次に , u)卜B LMの生成を認 めな か っ た上
述の1rnM シ ス テイ ン を含む 反応液 に , M T
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を300p g/mlと なろよう に加 えて 同様に
反応 し た o F ig. 25 に示す よ う に , M Tの添
加 によ っ て , m 卜BLMが生成 し た o rnf-B LM
の生 成量 は , B L肘の溶出総量 の70.4% (
1. 07jLln Ol)で あ っ た o ln王十BL Mの生成に併
せ て , BL M-Zn(ⅠⅠ)が生 成 し , BL M- Cu(ⅠⅠ)
と 同 一 の位置に溶出 され た . BL M- Cu(ⅠⅠ)
とB L 和一 Zn(Ⅰ)の量 は , それぞ れ , 0. 281
お よ び0. 167β m olで あ っ た ｡ カ ドミ ウ
ム はカ ラ ム の涜出分画 に現れ た が, BL 阿
の銅お よび亜鉛錯捧の位置に は溶 出され
なか っ た ｡
M Tに結合 して い るZn(ⅠⅠ)のCu(Ⅰ)に よ
る置換を , ゲ ル バ ー ミ エ ー シ ョ ン 高速液
体ク ロ マ トグラ フ ィ ー に よ り検討 した ｡
1rnM シ ステ イ ン 存在下 お よび非存在下 ,
o. 263mM B LM-Cu(ⅠⅠ), M T (2 mg/ml), 0･ 1M
トリ ス 酢酸からな る反応液0･4 mlを , N2
ガス 通気下37 ℃60分 間イ ン キ ュ ベ T
- 卜し ,
その0. 25rnlをT SK G ELSW3000(7･ 5x 600
.urn) に注入 し ,. 上 記緩衝液 に て , 0･ 5 rnl/
分の流速で溶出 した ｡ 銅 , 亜鉛の溶出プ
ロ フィ ー ル をF ig. 26 に示 す D シ ス テイ ン
の存在下で 反応 したも の で は , BL M
- Cu(ⅠⅠ)
の金銅量の92. 8% (0. 061 jL rnOl)が , M Tの
溶出位置に 出現 した o ま た , こ の時 ,
o. o44FLmOlの亜鉛がM T分画か ら消失す
ると とも に , そ の 消失量 に相当す る亜鉛
が, 低分子量のB LMの 溶出位置に 出現 し
た ｡ 一 方, シ ス テ イ ン 非存在下で 反応し
たも ので は , M T分画に鋼を検出し得なか
っ た ｡ こ れ らの結果か ら , シ ス テ イ ン に
ょ っ て還 元 され , BLMカ､ら遊離し たCu(Ⅰ)
が, M Tに結合して い るZrl(ⅠⅠ)と置換す る
こ と が明か と な っ た ｡
次に , MTをA DHに代 えて m卜B LM の生成
を検討 した o 0. 2m朋 B LM-Cu(ⅠⅠ), 1mM シ
ス テ イ ン , AD H (1 rug/ml)か らな る溶液 5
mlを反応す る こ と に よ っ て , mf- B LMが生
成し た(Fig. 27)｡ その 生成量 は, BL糾の
総溶出量 の25. 7% (0. 207jLrnOl)で あ っ たo
本実験で は , BLM- Zrl(ⅠⅠ)の生成は認 め ら
れな か っ た ｡ また , シ ス テイ ン 非存在下
で は, mf -BLMは生成 しな か っ た ｡ Cu(I)
とA DH申のZn(ⅠⅠ)と の置換は , 反応申に
ADHの 凝集が起こ り , 明ら か に し得なか っ た o
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4 - 3 メ タ にコ チ オ ネ イ
導 ラ ユ′ ト 肝 臓 サ イ
C u (Ⅰ) の 捕 劫重
M T誘導ま たは非誘導 ラ ッ ト肝臓サ イ トゾ
- ル を好気的条件に お い てBL 河- Cu(ⅠⅠ)と イ
ン キ エ ペ ー 卜し , Sepbadex G -75 カ ラ ム ク
ロ マ トグラ フ ィ ー に よ り分析した ｡ Fig. 28
に示す よう に` , M T誘導 ラ ッ■ト肝臓サ イ トゾ
ー ル を用 い た場合に お い て は , M T分画の鍋
倉量 が増加す る と 同時に , 同分画の亜鉛お
よぴカ ドミ ウム 含量 が減少 し , 併せ て , 低
分子量のBL M分画の亜 鉛含量 が増加した o
M T分画にお ける銅の増加量 , 亜鉛およびカ
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ドミ ウム の 減少量 は , それ ぞれ , 0. 129,
0. 063お よぴ0. 014p rn olで あ っ たo
非誘導 ラ ッ ト肝臓サ イ ト ゾ ー ル を用 い た
場合は , ポ イ ドボ リ ュ ー ム付近 の鍋倉量 が
増加し , 併せ て 同位置の亜鉛含量 のわずか
な低下 とB LM分画の亜鉛含量 の わずかな増
加を認 め た(Fig. 29)o ポ イ ドボ リ ュ ー ム 付
近の 鋸の増加量 と亜 鉛の 減少 量 は , それぞ
れ , 0. 101お よび0. 023〝 m olで あ っ た ｡
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4 - 4 要 約 な ら ぴ むこ 考 察
1) 要 約
チ オ ー ル 化合物お よ ぴチ オ ー ル 蛋白質で あ るD T T, シ ス テ イ ン お よびM T, A DH
が, BLH- Cu(ⅠⅠ)か ら還元 的に遊離す るCu(Ⅰ)を捕捉し得る か どう か を検討 した o
BLM- Cu(ⅠⅠ)をチ オ ー ]L/化 合物と37 ℃1時間嫌気的に反応し , さ ら に10分 間好気的
に反応した ｡ こ の よ うな条件下 , D T Tと の反応 に よ っ て rn卜BL Mが生 成 した が, シ
ス テ イ ン と の 反応で は , そ の生成を認 め な か っ た o. しか しな がら , シ ス テ イ ン と
MTを合わせ る こ と に よ っ て , ln卜B LMが生成 し た o シ ス テイ ン に よ っ てBL M- Cu(ⅠⅠ)
か ら遊離 したCu(Ⅰ)紘 , M T中のZrl(ⅠⅠ)と置換 した . こ の置換に よ りM Tか ら遊離 し
たZn(ⅠⅠ)の 一 部は , rDf- BLMと錯体を形成 した o B LM-Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン お よび
ADfほ の反応に お い て も m 卜BL柑が生成し た o
B L M-Cu(ⅠⅠ)とM T誘導ラ ッ ト肝臓サ イ トゾ ー ル と を37℃1時間好気的にイ ン キ エ
ペ - 卜 し , Sephade x G-75カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー にて 分析 した と こ ろ , M T分
画の鍋倉量 の増加 と と も に , 同分画の亜鉛お よび カ ドミ ウム含量 の減少を認 めた o
M T非誘導 ラ ッ ト肝臓サ イ トゾ - ル を用 い た場合は , ポ イ ドボ リ ュ ー ム 付近の 鍋倉
量の増加と , 同溶出位置の亜鉛含量 のわずか な減少を認 め た o
2) 考 察
前章に て 述べ たよう に , シ ス テ イ ン は嫌気的条件に お い てB LM- Cu(Ⅰ)をrn卜BLM
に変換す る が , 空気の導入 に よ っ てB LM- Cu(ⅠⅠ)が再び形成され る 5 7' . 本研究 に
お い て も , B LM-Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン の嫌気的反応の後 に好気的反応を継続 したが ,
rn卜B L Mの生成を認め な か っ た o 一 方, D T は, シ ス テ イ ン に比 べB L朔-Cu(Ⅰ)の廟
に対す る還元能の 低 い 還元剤で ある が5 7 ･ 6 4 ), B LM-CtlくⅠⅠ)をrnf- B L何に 変換 した ｡
DT Tは , Asと安定な7農 濠錯体を形成す る こ と が知られて い る
6 5 )
o D T Tは,
cu(I)とも また , そ の2個のS日基を介して 安定な7員環構造を形成す る も の と思
われ る . こ の結果は , 立体的に近接した位置に複数のSH基 が存在す るポ リチ オ ー
ル蛋白質が , シ ス テ イ ン に よ っ てBL M- Cu(ⅠⅠ)か ら遊離 され るCu(∫)を輔捷 し得る
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こと を示唆 して い る o 事実, M Tま たはA DHの 存在下 , B L M- Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン を
反応す る こ と に よ っ て mf -B LMが生成し た o
M Tの存在下 , B LM-Cu(ⅠⅠ)か らrpf-BLMが生成す る と き , B LM-Cu(ⅠⅠ)か ら遊離した
cu(Ⅰ)は , M T申のZn(ⅠⅠ)お よびc d (ⅠⅠ)と置換 した o M T申で のZn(ⅠⅠ), C d (ⅠⅠ)な ど
の二 価金属イ オ ン とSH基と の モ ル此 は , ほ ぼ1 : 3で あり , Cu(I)とS 臼基 と の比
率は , ほぼ 1 : 2 であ る 6 2 )o cu(ⅠⅠ)が, Mr中のZn(ⅠⅠ)やC d (ⅠⅠ)と置換す る さ い
には, い っ た ん , M T申のS 日基 に よ りCu(Ⅰ)へ の還元 が起 こ り , 置換され る金属イ
オ ン と等モ ル の銅 がM Tに結合す る s 2 )｡ 一 方, Cu(Ⅰ)が置換す る さ い に は , 被置
換金属イオ ン の約1. 5倍当量 が結合し得る 6 2 ,
6 6 )
o
.本研究 のM Tを用
い た実験セは ,
zn(ⅠⅠ)の遊離量 に 対 し, モ ル此 で1. 39倍の鋼 がM Tに結合 した(F ig.26)o また , MT
誘導ラ ッ ト肝臓サ イ トゾ ー ル を用 い た検討 で は , Zn(ⅠⅠ)お よぴC d くⅠⅠ)の 遊離総量
に対して , モ ル比 で1. 68倍の銅がM T分画 に出現 し た(F ig. 28)o し たが っ て , シ ス
テイ ン に よ っ てB L M- Cu(ⅠⅠ)か ら遊離 したCu(Ⅰ)は , Cu(ⅠⅠ)へ の酸化 を受けず に ,
直接M T申のZn(ⅠⅠ)お よびc d (ⅠⅠ)と置換 して い る と結論さ れ る ｡
AD H申のZn(ⅠⅠ)とB L M- Cu(ⅠⅠ)か ら遊離 したCu(Ⅰ)と の置換は , 反応申にAD Hが
凝集した た め , 明 らか に す る こ と がで きな か っ た . しか しな がら , こ のAD 日の凝
集は , 置換 に さ い して 分 子内お よび分子間ジ ス ル フ ィ ド結合 が生 じた こ と に よ る
とも考え られ る こ と , ま た , Cu(Ⅰ)置換A DHが調製さ れて い る こ と
6 7 'な ど か ら ,
その 置換反 応の起 こ っ て い る可能性は 高い も の と思 われ る ｡
cu(Ⅰ) と の置換に よ っ てM Tか ら遊離 したZn(ⅠⅠ)の 一 部は , 生成 したm 卜BL Mと錯
体を形成 し た o BL M- Zn(ⅠⅠ)は , rn卜BL 批拾よびB LM
-Cu(ⅠⅠ)と 同様の抗腫癌効果を嘉
す 6 8 )o した が っ て , BL M-Zn(ⅠⅠ)は , 細胞内に お い て 容易 に mf- B L附こ変換 され る
もの と思 われ る ｡
M T誘導 ラ ッ ト肝臓サ イ トゾ ー ル とBL M- Cu(ⅠⅠ)と の反応 にお い て , BL M
- Cu(ⅠⅠ) か
ら遊離 した銅はM T分画の み に出現し , 一 方, M T非誘導サ イ トゾ ー ル と の反応に お
い て は , ポ イ ドボ リ ュ ー ム付近 の分画に 出現し た o こ れ らの結果か ら , M Tは , 演
イ ドボ リ ュ ー ム 付近 に溶出され たチ オ ー ル 蛋白質 に比 べ , Cu(Ⅰ)に対 して より高
い 親和性を有する と考え られ る ｡
MT非誘導 サ イ トゾ ー ル と の反応に お い て , ポ イ ドボリ ュ
ー ム付近 の 分画に お い
て , . 鍋倉量 の 増加と 同時に 亜鉛含量 の減少を認 め た ｡ こ の結果は , そ の分画申の
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ポリチオ ー ル茸 自質 の 一 部が , 亜鉛蛋白質で あ る こ とを示 すも の と思 われ る ｡
本章で 述べ た研究 結果か ら , 立体的に近接 した位置に複数のS H基 を有するM T,
ÅDHな どの蛋 白質は , 細胞内にお い て , mf-B L Hが生成す る ため のCu(I)の捕捉細
と して 働く もの と推定され る o M Tは誘導蛋白質で ある が , 金属イ オ ン に加え , ス
トレ ス , ス テ ロ イ ドホ ル モ ン な どに よ っ て も誘導され 6 2 ', また , 癌細胞に
`
おい
て も存在が報告 されて い る 6 9
‾ 7 1 '
o 他の蛋白質 と して は , α - ケ ト酸デ ヒ ドロ ゲ
ナ ー ゼ 複合体7 2 'や リボ酸ア セ チル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 7 3 'の よう に , ジヒ ドロ
リボ酸を含む蛋白質な どもCu(Ⅰ)を捕捉す る も の と思 われ る ｡
こ れ らチ オ ー ル蛋 白質の い く つ か は , Cu(Ⅰ卜A叩がzn(ⅠⅠ) -AI)Ⅰ寸の8%の活性を持
つ に過ぎな い ように 6 7 ',
､
cu(I)を結合す る こ と によ っ て そ の機能を失 う可能性
があ ろう ｡ BLM -Cu(ⅠⅠ)は , マ ウ ス , ラ ッ トに お い て rnf -B L Mよ り約3倍高 い 急性毒
性を示す 1 0 )｡ BL M- Cu(Ⅰ)の毒性発現機作の 一 つ と して , ポ リチ オ ー ル 蛋白質に
Cu(Ⅰ)が結合す る こ と に よ る細胞機能の 障害 が考え られ る ｡
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第 5 葦 B 工｡ M - C 1 ユ (Ⅰ Ⅰ) と シ ス テ イ ユ ノ
むこ よ る ス - } ヾ - オ キ サ イ ド の 産 生
と B L M - F e (Ⅰ Ⅰ Ⅰ) の 清 一 性 イヒ
序
第3章F ig.17に示 した よう に , AH66細胞の サ イ トゾ - ル の 低分子量 分画とBL M-
cu(ⅠⅠ)と を嫌気的に反応す る とrn卜B L Mが生成す る が, 好気的条件で は そ の生成を
認め なか っ た o こ の 好気的条件下 の反応に お い て は , B LM-Cu(ⅠⅠ)か ら遊離 した
cu(I), あ る い は , 一 過性 に生成す るB LM- Cu(I) と酸素と の反応に よ っ て ス ー パ
ー オ キサ イ ドが生成す る と考え られる ｡
ス ー パ ー オ キ サ イ ドは, BL MのD N A見切断能を促進 し 7 4 ', BL拘十Fe(ⅠⅠⅠ)を活
性化す る と報告されて い る 7 5 'o また , ス ー パ ー オ キ サ イ ドは , 連名反応 によ り
各種活性酸素を産み だ して 細胞を障害す る
7 6 '
｡ 細胞内におい て , B L M- Cu(Ⅰ)め
還元 によ っ て 一 過性 に生成す るB LM- Cu(Ⅰ), また は , そ のBL M- Ctl(Ⅰ)か ら遊離さ
れるCu(Ⅰ)がス ー パ ー オ キサ イ ドの産生 に関与す る とす れば , こ れ ま で述 べ て き
たm卜B LM生成機作は , 単に mf-BLMの生成だけで なく , BL M- Cu(ⅠⅠ)の 薬効と着任の
発現に更に深 い 関わ りを持つ こ と に なろう ｡
本章で は , AR66細胞のサ イ トゾ ー ル に よ るB L M-Cu(ⅠⅠ)の m 卜BL村 へ の変換を嫌気
的条件および好気的条件で 比較 した結果, E LM-Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン と の反応に よ
る ス ー パ ー オ キ サ イ ドの産生 , ならび に , それ ら によ るBL MのD ⅣÅ鏡切断能の増
強に つ い て検討 した結果を示す ｡
5 - 1 実 験 ネオ 料 な ら ､ ぴ むこ 方 法
1) 化合物
B L舶ま, A2
'
-
CおよびA2を用 い た o Fe(ⅣH4)2(SO4)2 ･ 6H20および
Fe,(SO.),(N8.)2SO. ･ 24H,0は 関東化学(東京)よ り, CuClは和光 耗薬(大阪)
よ り購入 した o BL M- Fe(ⅠⅠ)お よ ぴB LM- Fe(ⅠⅠⅠ)は , B L何と無機鉄塩 の 等モ ル の水
溶瀬を0 ℃ にて混和す る こ と に より調製した ｡ BL M-Cu(Ⅰ)は , 粉末のCuC lに等モ
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ル のB LM水溶液を加え , 超音波洗浄器 のバ ス の申でCuClを溶解す る こ と に よ っ て
調製した ｡ こ のBL M- Cu(Ⅰ)の 調製は , Ⅳ2 ガス を通気 した冷却し た水を用 い , 調製
申もⅣ2ガス を通 気して 嫌気的.に行 っ た ｡
ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾリウム ク ロ ラ イ ド(ⅣB T)は和光 耗薬よ り , ネオ ク プロ イ
ン(ⅣC), 2- チオ パ ル ピ ッ ー ル 酸は半井化学(京都)よ り , フ ェ リチ トタ ロ - ム C
(cyt. c), 仔牛胸腺DⅣAlまS igm a C he mic al Co. (Saint Lo uis)よ り , L - シ ス テ イ
ン1水和物は 日本理化学薬品 (東京)よ り , ス ー パ ー オ キサ イ ドデ ス ム タ - ゼ
(SOD, 12,300 u ni ts/mg)はM ile s Labo r ato rie s ln c. (El kha rt)よ り購入 した o
(
3Il)DⅣAは 第1章で述 べ たよう に調薬した o
2) cyt. cおよびⅣB Tの 還元の 測定
cyt. cおよぴⅣBTの 還元は , 0.05M リ ン 酸緩衝液(pH 7. 4), 0. 065mM mf -B L Mま
たはB L M- Cu(ⅠⅠ), 0. 01mM cyt. c または4mM ⅣB T, 0. 1rnMシ ス テ イ ン の 組成の反応液
0.5 mlを用 い20 ℃ で測定 した o 反応は , 分光光度計(日立200-20型)の ミ ク ロ セ
ル 中で行 っ た ｡ シ ス テ イ ン溶液0. 1 mlを添加 して 反応を開始後, cyt. cお よ ぴ
ⅣB Tの還元体の 見 m a x, そ れぞれ , 550および560n mの 吸光度の 増加を自記記録
した ｡
3) D ⅣA負切 断活性の測定
第1章で 述べ たよう に , DⅣA負切断によ る (3日) DN Aの 酸可溶化 を指標 に測定 し
たo
また , DN A或切 断に伴う ヌ ク レオ シ ド分解物 ･ づ - ス プ ロ ペ ナ - ル の生成は ,
sa u s vil leらの方法 1 6 )に従 っ て以下 の よ う に調 べ た o B LMと仔牛胸腺DⅣAと を
反応 した後 , そ の反応液(0. 2 - 0. 25ml)に2 mlの0. 6%チ オ パ ル ピ ッ - ル 酸水溶液
を加え , 沸騰水洛中で30分 間イ ン *
E
エ ペ ー 卜 した D 5分 間室温に て放置し た線,
532nrbの吸光度を測定 し た｡
5 - 2 A H 6 6務田 胞 の サ イ ト ゾ ー } レ とニ
B L M - C u (Ⅰ Ⅰ) と の 嫌 気 的 お よ び 好
気 的 反 応 むこ お もサ る m f - B L M の 生 成
A H66細胞の サ イ トゾ - ル5 mlに1.97rDM B L N- Å2
'
- Cの銅錯体溶液1 皿11を加え , 嫌
5 0
気的ま たは好気的条件下37 ℃60分 間イ ン キ エ ペ - 卜 し , そ の4 rDlをC H- Sephade x
のカ ラ ム に か け , 常法 に し たが っ て約16ml/時の流速で 溶出し た ｡ 各分画は15分
間偏で 集め た o 結果をFig.30･に示す o 溶出さ れたB LM総量 に占め るm 卜B L Mの割合
は , 嫌気的条件で は68. 5%,好気的条件で は37. 2%で あ っ た ｡ こ の結果 は , 好気的
条件に お い て は , 還 元 に よ り生成するBLM- Cu(I), または , Cu(Ⅰ)の 一 部が酸素
によ り酸化 され , 再びB LM- Cu(ⅠⅠ)と なる こ と を示 唆す る も の と思 われ る o
嫌気的条件で は , mf- BLMとBL M- Cu(ⅠⅠ)の溶出総量 が好気的条件 よ り少 な か っ た ｡
BLM水解酵素の生成物 , デア ミ ドBL Mは , フ ラ ク シ ョ ン 番号6 - 9 の位置 に溶出
され る ｡ 嫌気的反応条件に おける これ ら分画のA290絵量 は , 好気的条件の1. 7倍
で あっ た o した がっ て
'
, 嫌気的条件で は基質 とな るrnf-B L Mの濃度の 上昇に よ り不
活化酵素に よる 水解速度が高ま り , その結果 , 見 か け上BLMの 溶出総量 が少なく
な っ たも の と思 われ る ｡
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5 - 3 B L M - C u (Ⅰ Ⅰ) と シ ス テ イ ユノ の 反
応 むこ よ る ス ー } ヾ - オ 卑 サ 一 打 昔ご の 産 生
本節以下 にお い て は , BLM A,を実験に用 い た o
ス ー パ ー オ キ サ イ ドは , cyt. c7 7 )お よぴNBT7 8 'を還元す る o そ こ で cyt. cお よ
ぴⅣBT の存在下 に お い てBL M- Cu(ⅠⅠ)とシ ス テ イ ン と の反 応を行 い , こ れ らの還元
の有無を検討 した ｡ 結果をF ig. 31に示す ｡ シ ス テ イ ン の み によ っ て , cyt. cお よ
びNB Tは わずか に還元 さ れた o こ れ にBL M- Cu(ⅠⅠ)を添加す る こ と に よ り , こ れ ら
の還元は 著明に促進され た o 一 方 , m 卜BL Mを加えた場合は , シ ス テ イ ン単独によ
る cyt. cお よびNB Tの 還元 が完全 に抑制され た o
Cyt.c
0. 2
O
LEI
Ln
<
o.1
20 406 0 80
Tim e(s e c o nd)
01.2
く=)
しO
L L)
<
o.1
NBT
20 40 60 80
Tim e(s e co nd)
Fig･ 311 Redu ctio n of cyt･ c a nd NBTin the pre s e n c e of
BLM- Cu(II) a nd cystein e
Redu ctio n of cyt･ c a nd NBTw a sdete r min ed a sde s c ri bed
in Mate ria一s a nd Methods . Cyt.c(0. 01rrM) o r4mM NBT w e r e
in cubated with the fo一lowing agents:
- 0･･1mM cystein e
a nd 0.065mM BLM- Cu
.
(Il),
-
- 0 .1mM cystein e a nd O･065mM
metal-fre eBLM,
･ - ･ - ･ 0.1mM cystein e,
-
. ･ - ･ ･0. 065mM BLM-Cu(ⅠⅠ),
･
･ - ･ ･ - ･ ･0 .065mM m etaトfr e eBLM.
こ のB LN- Cu(ⅠⅠ)に よ る cyt. cお よびⅣB Tの還元 の 促進が , BLM-Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ
イ ン と の反 応生成物で あるB LM-Cu(Ⅰ)またはCu(Ⅰ)と酸素と の反応 に よ り生 じた
ス ー パ ー オ キサ イ ドに よ る こ と を明らか にす る ため , Cu(Ⅰ) に特異的なキ レ ー ト
化剤で あ るⅣCとS ODの 影響を検討 し た｡ F ig. 32に示す よう に , ⅣCは cyt･ cお よび
5 2
ⅣBTの還 元を用量依存的に
抑制した ｡ 一 方 , F ig. 33に
示すよう に , SO DはⅣB Tの
還元 を抑制した が, cyt. c
の還元 に は影響を与 えなか
っ た ｡
以上 の結果か ら , cyt. c
はBL 対- Cu(Ⅰ)またはCu(Ⅰ)
に よ っ て 直接還元さ れ ,
ⅣB TはBL M-Cu(Ⅰ)ま たは
Cu(Ⅰ)と酸素と の反応で 生
成した ス ー パ ー r オ キサ イ ド
に より還元され た と結論さ
れ る ｡
mf- BL Mは , シ ス テ イ ン 単
独に よる cyt. cとI旧Tの還
元を抑制 した o シ ス テ イ ン
は, 微量 の重金属の 存在下
自動酸化 して ス ー パ ー オ キ
サ イ ドを産生 し , E D TAは こ
れを抑制す る 7 8 )｡ m 卜B LM
は , E D TAと同様 に微量金属
をキ レ ー トす る こ と に よ っ
て 還元を抑制 したもの と考
えられ る ｡
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5 - 4 B i M - C u
る B L M - F e
(I I) と ユ / ス テ イ ニ ノ むこ よ
(Ⅰ Ⅰ Ⅰ) の 活 ･ 性 イt:
虎述の よう に ス ー パ ー オ キサ イ ドは , BL MのDN A鏡切断能を促進 し 7 4 ', BL M-
Fe(ⅠI)を活性化す る 7 5 )｡ 上述の よ う にB L M- Ctl(Ⅰ)と シ ス テ イ ン の 反応に よ り
ス ー パ ー オ キサ イ ドが産生 した o そ こ で , rnf- BL M, BL M- Fe(ⅠⅠ)お よびB LM- Fe(ⅠⅠⅠ)
のD N A負切 断作用 に対す るB LM- Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン の影響を検討 し た o
lrnM シ ス テ イ ン お よびBL M- Cu(ⅠⅠ)の 存在下m 卜BL Mと (3H) DN Aを反応 し , 酸可溶
化 した放射活性を測定 し た｡ 結果をTable 8 に示 す o 0. 017お よび0. 033rnMの m 卜
BLMに よ り , それぞ れ; 12.5 お よび20. 5%のD ⅣAが酸可 溶化 し た o こ れ に0. 016
お よぴO. 032m対のBL M- Cu(ⅠⅠ)を加える こ と に よ っ て , 酸可溶化DNA量 は30- 40%
程度 ま で に増加 した ｡
Table 8･ Effect of BLM- Cu(II)on DNAchain br e akage by BLM
in the pre se nc e of cystein e.
Conce ntratio n(mM) Aci d- s o一uble DNA
Meta トfr e eBLM BLM- Cu(ⅠⅠ) (r. of total DNA)
0.01 7
0.017
0.01 7
0.033
一 ●
0.01 6
0.03 2
0.016
0.032
0.033 0.01 6
0.03 0.0 32
0.0
5.5
5.7
1 2.5
2 8.6
29.5
20.5
36.I
42. 5
Aci d- soluble DNA(A)in the table is a m e a n
v alu e of tripl ic ate dete rmin ations.
第3章F ig. 22に示 したよう に , グル タ チ オ ン のBL M- Cu(ⅠⅠ)申の 銅に対す る還元
能は シ ス テ イ ン の約1/20 であっ た o そ こ で , シ ス テ イ ン に代 えて1m対 グル タ チ オ
ン を用 い , 同様の実験を行 っ た ｡ Tab le 9に 示す よう に , 本実験で は酸可溶化D ⅣA
量 の増加は認め られ なか っ た(Tab le 9) o こ の結果は , 上述 のB LM- Cu(ⅠⅠ)と シ ス
5 4
ティ ン に よる mf- B LMのD NA鎖切 断活性の 促進に は , BL M- Cu(ⅠⅠ)中の 銅の還元 が関
係 して い る こ と を示唆 して い よ う ｡
Table 9. Effe c七 oiB LM- Cu(ⅠⅠ) o n DNAchain br eakage by B LM
l
'
n the pr ese n ceof gluta七hion e.
Co n c e ntr･atio n(mM) Acid- s oluble DNA
Metaトfr e eBLM BLM- Cu(I I) (% of tota一 DNA)
0.017
0.017
0.017
0.033
0｡01 6
0.03 2
0.01 6
0.0 32
0｡033 0.016
0.033 0.032
0｡ 0
0｡0
0.1
5.1
4.4
4.0
8.9
8.0
7.I
Acid- s oluble DNA(a/D)in the tab一e is a nle a n
v alu eof tripl ic ate dete r ninatio ns･
こ のDN A鎖切 断活性促進効果に対す るS ODの影響を検討 した ｡ Tab le lOに示す
よう に , S ODは , 活性の促進に対し全(影響を与 え なか っ た Q
Table 1 0. Effe ct of s uperoxide dis m uta s e on the B LM
- Cu(I r)-indu c ed
stl
'
m ulatio n of DNAchain br eakage a ctivi ty of BLMin t he
pr e s e n c e of cystein e.
Age nts Acid- so一uble DNA
(A of total DNA)
0.06 7mM BLM
0.065mM 古LM- Cu(ⅠⅠ)
SOD 800u ni ts/m1
o.o6 7mM B LM＋ 0.06 5mM BLM- Cu(ⅠⅠ)
o.o 67mM B LM＋ 0.06 5mM BLM- Cu(II) ＋ SO D 800uni ts/ml
4
4
6.4
5.3
0.1
4.8
9.5
Aci d- solub一e DNA(%)in the tab一e is a m e a n v a一u e of
triplic ate dete min atio ns･
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以上 のDN Aの酸可 溶化 は , 反応液中の鉄イ オ ン とrnf- BL Mと の 錯体に よ り生 じて
い ると考え られ る . そ こ で , 1mM シ ス テ イ ン の存在下 , BL M- Cu(r I)とB LM- Fe(ⅠⅠ),
ま たは , BL M- Fe(ⅠⅠⅠ)と を合わ せ てDN A鏡の 切断を検討 した o 結果をTab le ll に
示す o B L M- Cu(ⅠⅠ)は , BL M
- Fe(ⅠⅠ)のD N A鏡切 断活性に は , 全 く影響を与えな か っ
た o 一 方 , BL M- Fe(Ⅰ工Ⅰ)の活性は , B LM- Cu(ⅠⅠ)に よ り極め て顕著 に促進さ れた o
Tab一e ll. Effe c七 of BLM- Cu(ⅠⅠ) o nDNAchain br e akage by B LM- Fe(ⅠⅠ)
a nd BLM- Fe(ⅠⅠⅠ)in the prese n c eof cystein e.
Age nts Acid- s oluble DNA
(% of total DNA)
0.0067mM ELM- Fe(ⅠⅠ)
0.067mM E LM- Fe(ⅠⅠり
o.o65mM B ut- Cu(II)
o.oo6 7mM B LM- Fe(II) ＋ 0.065mM B LM- Cu(II)
o.o6 7mM B LM- Fe(ⅠⅠⅠ) ＋ 0.06 5mM B LM- Cu(ⅠⅠ)
4
4
4
7.0
3.9
0.0
7｡ 2
8.3
Acid- soluble DNA(%)in the table is am e a n v alu e
of dupl icate dete m in atio n s･
次に , DⅣA鎖切断に伴 っ て生成す る ベ ー ス プ ロ ペ ナ ー ル くBP L)を指標と して 同
様の実験を行 っ た ｡ 0. 05M リ ン 酸嘩衝液(pH 7･ 2)申で , 0･5 rug/rnlの仔牛胸腺
DN Aの存在下 , Tab let12に示す組成の反応液0.25.mlを37 ℃60分 間イ ン キ エ ペ
ー
卜し , こ れに , 0. 6%チ オパ ル ピ ッ ー ル 酸溶液2 Inlを加えてBP Lの 生成を調 べ た o
Tab le 12に示す よう に , BL M- Fe(ⅠⅠ)とDN Aとの 反応でB PLが生成 した o これ に ,
1m河 シ ス テイ ン を添加す る と , BP L生成量 は 約1.6倍に増加し た ｡ こ れ に更に ,
単独で はB P Lを生成 し ない BL M-Cu(ⅠⅠ)を0. 025mMとな る よう に加え る と , BPL量
は更 に1. 3倍に増加 し た ｡ BL M- Cu(ⅠⅠ) に代 えて0. 025rnM CuSO4を加え る と , B PL
生成量 は , BL 封- Fe(ⅠⅠ)単独の場合の73%まで に減少 した ｡
一 方, 0. 1mM BL M-Fe(ⅠⅠ)は , 単独で は ほ と ん どB PLを生成せず , 1mM シス テ
イ ン の 添加によ り少量のBP Lが生成した o こ の反応故に0･ 025mM BLM
- Cu(ⅠⅠ)を加
え る こ と によ り, B P L量は4. 5倍 に増加 した o BL M- Cu(ⅠⅠ)に代 えて , 0･ 025rnM
cuso.を加えた場合 のB PL量は , B L柑-Fe(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン に よ る生成量 の1･7
5 6
倍で あ っ た ｡
Table 1 2. Ef fects of BLM- Cu(ⅠⅠ) a nd C
base prope nal fr o mDNA by BL阜トFe冊
o
.ご
the ge ner ation of
BLM- Fe(ⅠII)｡
Aョents A532
0｡1mM B LM- Fe(王り
0.1mMBLM- Fe(ⅠⅠ)
0.1mM B LM- Fe(王Ⅰ)
0｡1mM B LM- Fe(II)
0.lmM BLM- Fe(Il l)
0.1mM B LM- Fe(ⅠⅠⅠ)
0.1mM BLM- Fe(ⅠⅠⅠ)
0.1mM B LM- Fe(ⅠⅠⅠ)
＋ 1mM cystein e
＋ 1mM cystein e ＋ 0.025mM BLM- Cu(ⅠⅠ)
＋ 1mM cysteine ＋ 0･025mM CuSO4
1＋ lmM cystein e
＋ 1mM cystein e ＋ 0.025mM BL 恥Cu(II)
＋ lmM cysteiln e ＋ 0･025nlM CuS O4
0.281
0.43 8
0.559
0.206
0.012
0.061
0｡27 7
0｡1 03
A532sho wn in the table is a m e a n valu eof duplic ate
dete rmin atio n s.
以上の結果か ら , B LM- Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン に よりBLM -Fe(ⅠⅠⅠ)が活性化を受け
る こ と が明 ら か に な っ た ｡ B LM-Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン と の反応に よ っ て 生成す るス
ー パ ー オ キサ イ ドは , こ の活性化 に関与 しな か っ た ｡ B LM-Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン の
反応で は , 既述の よ う に 一 過性 にBLM-Cu(I)が生成 し , 次い で , そ れ か らCu(Ⅰ)
が遊離す る と考えら-れ る o そ こ で , B LM-Cu(I)お よぴCu(I)が , B L 材- Fe(ⅠⅠⅠ)を
活性化す る か ど うか を検討 した ｡
シ ス テ イ ン の非存在下 , 仔牛胸腺D ⅣA(0. 5 mg/ml), 0. 01mM BL 柑-Fe(ⅠⅠ), 0. 05
M リ ン 酸緩衝液 (pⅠ1 7. 2), お よぴ , 各種濃度のB LM-Cu(Ⅰ)ま たはCuC lか らなる
反応液0. 8 mlを嫌気的に10分間イ ン キ エ ペ - 卜 し , 次い で , ボ ル テ ッ ク ス ミ キサ
ー に より垂気を導入 した後 , 更 に , 10分間反応を継続し た o そ の 反応液0. 2 rnlを
分放し , 0. 6%チ オ バ)i,ピッ ー ル酸溶液2 mlを加えて , BP Lの産生 を調 べ た o 結果
をFig. 33 に示す ｡ BL M- Fe(ⅠⅠⅠ)とBL M-Cu(Ⅰ)と を合わせ てDⅣÅと反応 した場合 ,
BL M- Cu(Ⅰ)の濃度に 依存 してBPLが生成 した ｡ 一 方, CuC lと合わ せ てD ⅣAと反応
した場合, ま た , BL N- Fe(ⅠⅠⅠ), BL M-Cu(I)お よぴcuclな どを単独でDN Aと反応
した馨合で は , BPLの生成は認め られな か っ た o こ の結果か ら , BL旭 -Cu(ⅠⅠ)と シ
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ス テ イ ン の反応 に よ っ て 一 過性 に生成す るB LM- Cu(I)が , B LM-Fe(ⅠⅠⅠ)を活性化
す ると結論され る ｡
0. 08
ロ.
■
06
～
= 0.0 4
<
0.OZ
0.1mM BLM- Fe(ⅠII)
＋ BLM- Cu(Ⅰ)
0.1mM BLM- Fe(Ⅰ工Ⅰ) ＋ CuCl
0 0.05 0.1 0.15 0.2
BLM-Cu(I) o r.cuCl (mM)
Fig. 34. Effe ct of BLトトCu(I) o rCuCI
onthe gen e ratio n of bas epr ope nal
fr o mDNA byB LM-Fe(Ill).
Points sho w nin the figu r e a r e
m e a n v a一u es of triplic ate dete n m
'
n atio n s
The s叩1bols (□) and(℡)in 七he figu re
sho wA532 of the in c ubation mixtu re s of
0. 2mM BLM-Cu(Ⅰ) a nd 0. 2mM CuCIwith DNA,
r e spectiv ely.
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5 - 5 要 約 な ら ぴ むこ 考 察
1) 要 癖守
AH66細胞の サ イ ト ゾ ー ル とBL M- Cu(ⅠⅠ)と を嫌気的および好気的に イ ン キ エ ペ ー
卜し , m 卜BL Mの 生成量 を比較し た o 溶出 したB L M総量 に 占め るrnf- B LMの 割合は ,
嫌気的条件で は 好気的条件の ほぼ2倍で あ っ た ｡ こ の結果は , 好気的条件で は ,
BLM- Cu(ⅠⅠ)の還 元で 一 過性に生成す るB L阿-Cu(Ⅰ), ま たは , そ れ か ら遊離す る
cu(Ⅰ)の 一 部が酸素 に より酸化 さ れ , 再びBLM- Cu(ⅠⅠ)と な る と と も に , 併せ て ,
ス ー パ ー オ キ サ イ ドが産生す る こ と を示 唆す るも の と思わ れた ｡
ス ー パ ー オ キ サ イ ドの産生 を明らか にす る目的で , シ ス テ イ ン とB LM- Cu(ⅠⅠ)と
によ る cyt. cお よ びNB Tの還元を検討 し た o そ の 結果, cyt. c お よ びⅣB Tの著明
な還元 を認 め た . Cu(Ⅰ)に特異的な キ レ ー ト化剤のN Cは , こ れ らの還 元を抑制し
たが , SODは, N B Tの還元 の み を抑制 した o した が っ て , cyt･ c は , BL 河- Cu(Ⅰ)
か ら生成 したBLM- Cu(I)ま たはCu(Ⅰ)に よ り , ⅣB Tは , ス ー パ ⊥ オ キサ イ ドに よ
り還元 さ れた と結論 された ｡
ス ー パ ー オ キサ イ ドは , B LMのDⅣA負切 断反応を促進 し7 4 ', B LM∵Fe(ⅠⅠⅠ)を
活性化す る 7 5 '｡ そ こ で , BLM- Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン の存在下 , rn卜B LMと〔
3H) DⅣA
を反応し , DN A負切 断によ る放射活性の 酸可溶化 を検討 した o m 卜B LMは, シ ス テ
イ ン の 存在下D ⅣA弟切 断活性を示 し た ｡ B LM-Cu(ⅠⅠ)の添 加に よ り , こ の活性は著
明 に促進され た ｡ SO Dは , こ の促進作用 を抑制 しなか っ た o 次に , BLM
- Fe(ⅠⅠ)ま
たlまBL M- Fe(ⅠⅠⅠ)に よ る (
3H) DⅣAの 酸可溶化 に対す影響を検討 し たと こ ろ , BL M-
cu(
,
II)と シ ス テ イ ン は ･ BL M-Fe(ⅠⅠⅠ)を活性化す る こ と が明 らか と な っ た｡ 同様
の錯果が , D ⅣA鏡切 断に伴 っ て生成す るB PLを指標と し た検討 に お い て も得 られ
た 9 B LM
-Cu(Ⅰ)ま たはCuClとB LM-Fe(ⅠⅠⅠ)とをDN Aの存在下嫌気的 に反応し , 吹
い で 好気的条件 に戻し たと こ ろ , BL 柑- Cu(Ⅰ)の濃度 に依存 してB P Lが産生 した o
cuc lと の反応で はBPL の生成は認 め られ なか っ た o 以上 の結果か ら , B L対
- Cu(ⅠⅠ)
とシ ス テイ ン と の反応に よ っ て 生成す るBL 材- Cu(Ⅰ)が , B LM -Fe(ⅠⅠⅠ)を活性化す
る と結論された ｡
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2) 考 察
好気的条件下 , B L M- Cu.(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン を反応す る こ と に よ っ て ス
ー パ ー オ キ
サ イ ドが産生 した o Fr e edm a nら5 7 ) に よ れば , B L対- Cu(ⅠⅠ) のシ ス テ イ ン によ る還
元反応は , 下記 の式 (1)お よ び(2)の よう に進行す る o
B LM-Cu(Ⅰ) ＋ 2Ⅰ壬SH う
BL帥- Cu(Ⅰ)
‾
Sfi＋ 艮S円 う
BL M- Cu(I)- S P＋ 1/2Ⅰ≧S SR＋ H＋ - (1)
Cu(I)- (
-
SIむ2 ＋ BL M＋ 2H
＋
- (2)
ス ー パ ー オ キ サイ ドは , (1)式 の生成物B L M-Cu(Ⅰ卜SP, ま たは , (2)式の 生成
物Cu(Ⅰ卜 (‾SR)2と酸素との , 下 記の式(3), または , (4)で 示す反応 に より産生
する と考え られ る ｡
B LM -Cu(Ⅰ)- SR ＋ 02
Cu(Ⅰ)- r S珪)2 ＋ 02
う B Lは-Cu(ⅠⅠ)＋ 02
･
‾
＋ ‾SR - (3)
う Cu(ⅠⅠ) ＋ 02･
‾
＋ 2
-
S 良 - (4)
(3)ま たは(4)式 の何れが , ス ー パ ー オ キ サ イ ド産生 の主 たる反応 か は , 本研
究結果か ら辻 不明で ある ｡ 杉浦は6 O ), ESP スピ ン トラ ッ ピン グ に よ っ て , B LM-
cu(Ⅰ)と酸素と の反応で , ヒ ドロ キシ ラジカ ル が産生す る こ と , およ ぴ , こ の産
生 が , BL M- Cu(Ⅰ)の10倍量のD T を加える こ と で抑耕され る こ と を観察し た ｡ 第
4葦で 示 し たよ うに , DT Tは , Cu(Ⅰ)と安定な錯化合物を形成す る ｡ DTTに よ る
活性酸素産生の 抑制は , こ の安定錯化合物の形成 によ る も ので あ ろう ｡ こ の杉浦
の結果は , 上 の (3)式 で ス ー パ ー オ キサ イ ドが産生す る こ と を支持 して い よ う ｡
一 方 , Fr
l
e edm arlら 5 7 'は , 過剰の シ ス テ イ ン とBL M- Cu(ⅠⅠ)と を蘇気胸に反応 し ,
完全 に mf -BLNが生成 した後に酸素を導入す る こ と に よ っ て , B LM- Cu(Ⅰ)が再形成
する こ と を認め て い る ｡ こ の結果は, 上 の式(4)に よ っ て も ス ー パ ー オ キ サ イ ド
が産生す る こ とを示唆する ｡ 本研究で 用 い た反応液中の シ ス テ イ ン 濃度は , BL M-
cu(ⅠⅠ)の濃度の 約1. 5倍で あり , FT e edrma nの 示 した還元反応式 の う ち , (1)式 ま
で の反応 が進行して い る と考えら る ｡ し たが っ て , 本研究で 認 め た ス ー パ ー オ キ
サ イ ドの産生は , 主 と してBLM- Cu(Ⅰ)- SRと酸素と の反応 によ る も の と思われ る ｡
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F ig. 30 に示 したよう に , ArI66細胞のサ イ トゾ ー ル とB LM-Cu(ⅠⅠ)と を嫌気的に反
応した場合 , 捻溶出BL附こ対す るm 卜BL Mの割合は , 好気的反応に比 べ 約2倍と な
っ た o こ の結果は , 好気的条件に お い て は , 還元反応に よ り生成す るB LM-Cu(Ⅰ),
お よび , それ か ら遊離す るCu(Ⅰ)の 一 部が酸素と反応 し , BL M- Cu(ⅠⅠ)の 再形成と
ス - パ ー オ キサ イ ドの 産生 が起こ っ て い る こ と を示唆す る o BL柑- Cu(ⅠⅠ)が細胞内
でmf- B L袖に変換され る過程で ス ー パ ー オ キサ イ ドが生成す る とす れ ば , D NA鏡切
断に よ る細胞障害の 他に各種括牲酸素に よ る障害 が加わ るた め , BL M-Cu(ⅠⅠ)の毒
性は mf -BLMと は異 な っ て く るも の と思われ る . BLMは肺に対 して 毒性を示す が ,
その 発現壊作の 一 つ と して 脂質の 過酸化が報告さ れて い る ? 9 )o B L対-Cu(ⅠⅠ)は ,
m 卜B LMよ り強 い 肺毒性を示す o また , 鹿述の よ うに , BL糾- Cu(ⅠⅠ)は , mf -BLMよ り
強い 急性毒性を示す 1 0 '｡ こ れ らの毒性の違 い は , 第4章で 述べ た Cu(Ⅰ)の結
合に よ るS 円蛋白質の 失括 に加え , ス ー パ ー オ キ サ イ ドの 産生 に よ る 可能性があ ろ
う ｡
BL M- Fe(ⅠⅠⅠ)は不 活性錯体で ある が, BL M-Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン と の併用 が , シ
ス テ イ ン 単独の 場合に比 べ , 著明 にB L姐-Fe(ⅠⅠⅠ)を活性化す る こ と が明 か と なっ
た . また , こ の活性化 娃 , ス ー パ ー オキ サ イ ドに よ る も の で は なく , BL M- Cu(Ⅰ工)
とシ ス テ イ ン と の反応 に より 一 過性に生成す るBL 河I Cu(Ⅰ)に よ る も の と結論され
た o ▲BLM鉄錯体のFe(ⅠⅠⅠ)/ Fe(ⅠⅠ)の標準還元電位(v s 柑E)は129rDV
8 8 ) と , BL柑鋼
錯体のCu(ⅠⅠ) /Cu(i) の標準還元電 位(v s N H E)汰 -327mV
5 8 'と報告 されて い る o
BL M銅錯体は , B L M鉄錯体を還元す る に じゆ うぷ んの低さ の還元電 位を有す る ｡
した がっ て , こ の活性化 の機作法 , BLM ICu(I)に よ るB L M- Fe(ⅠⅠⅠ)のBLM-Fe(ⅠⅠ)
へ の 還元 と考え られ よう ｡
上 述の よう に , シ ス テ イ ン とB LM-Cu(ⅠⅠ)に よ るBLM-Fe(ⅠⅠ)の活性化 には , ス
ー パ ー オ 車サ イ ドの 関与 を認 め なか っ た ｡ 酸素/ ス ー パ ー オ キサ イ ドの 標準還元
電位(v s ⅣHE)は , - 330mVと報告されて い る
8 1 )
o こ の電位は , B LM鋼錯体の電位
と同程度で あり , した がっ て , B LM -Cu(Ⅰ)lま, 酸素よ りBLM- Fe(ⅠⅠⅠ)をよ り容易
に還元す る も の と思 われ る ｡ 本実験に お い て は , BL M- Cu(ⅠⅠ)の濃度 の15- 40倍の
濃度の シ ス テ イ ン を用 い て い る の で , Cu(Ⅰ)- (
‾
SP)2 を形成する に十分 なシ ス テ イ
ン が存在する ｡ こ のCu(Ⅰ)- (
-
S良),と酸素と の反 応で ス ー パ ー オ キサ イ ドが産生す
る可能性がある が , そ の 産生 の ため に は , BL M- Cu(Ⅰ) か らのCu(Ⅰ)の遊離と酸素
6 1
と の反応 の2段階を経る必要があ り , B L M- Cu(Ⅰ)に よ るBL M- Fe(ⅠⅠⅠ)の 還元 に比
べ
, BLM
- Fe(ⅠⅠⅠ)の 活性化 の ため に は効率的な経路で は な い と 思わ れ る o
B LM-Fe(ⅠII)は , BL M鉄酸素錯体 がD NAを攻撃した後に生成す る不活性錯体で
あり , 細胞内還 元剤に よ りB LM- Fe(ⅠⅠ)と な っ て , 再びD ⅣAを攻撃す る 1 5 ･ 2 9 '｡
Tab le 12に示 した よ うに , B L河-Fe(ⅠⅠ)に シ ス テ イ ン を加えてDⅣAと反応 した場合
のB PL生成量 は , B LM-Fe(ⅠⅠ)の み をD ⅣAと反応 した場合に比 べ , 1. 6倍に増加し
た o こ れ に更にBLM- Cu(ⅠⅠ)を加えた壕合のB PL生成量 は , BL 村- Fe(ⅠⅠ)のみ に よ る
量の2倍に達 した ｡ こ の結果か ら , 細胞内 に お い て , シ ス テ イ ン , ア ス コ ル ビ ン
酸な どの 還元剤に加え , BL M- Cu(ⅠⅠ)か ら m卜BL Mが生 成す る過程 で生 ずるBL 柑- Cu( Ⅰ)
ち , B L M鉄錯体の酸化還元サ イ ク ル に お ける活性化剤と して作用 す る可能性があ
ろう ｡
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第 6 葦 劫封腰艶 内 むこ て 括 一 性 発 現 むこ 関 阜 す る
B 工+ M 金 属 錯 播 種 の 検 討
席
B L酌ま各種金属イ オ ン と錯体を形成す る 6 'o 近年 , B L M鉄錯体 に加え , BL M-
Mn(ⅠⅠ)と023 0 'ま たは円20, 3 l･ 3 2 ) , BL M- VO (I V)とH202 3 3 ), B L河-Cu(Ⅰ)と02
3 4 '
,
更に は , BL M- Co(ⅠⅠ)と紫外線
82 )など が適 地 でD ⅣA鏡切断を起 こ す こ と が報
告さ れて い る o そ れ故 , い か なる種類のB LM金属錯体 が, 細胞内に お ける活性発
現の本体で あ る か を明ら かにす る こ と は重要なこ とで ある o
L inら 8 3 )は , BLMの培養癌細胞に対す る細胞毒性が , 各種キ レ - ト化剤に よ
っ て い か に影響を受け るか を検討 し , Fe(ⅠⅠⅠ) に対す る特異的キ レ ー ト化剤で あ
るデ フ ェ ロ キサ ミ ン がほ と ん ど細胞毒性を抑制 し な い こ と か ら , 鉄イオ ン はB LM
の活性発現に寄与 して い な い と結論 した o 旦 づ ェ ナ ン ト ロ T)ン (P HE W)および2,2
' -
ジ ビリジ ル(D I PY)は , 比較的Fe(ⅠⅠ)に対す る親和性が高く 8
4 )
, ま た , 細胞内に
放り込 まれ る ため , 鉄の 代謝研究 に用 い られて い る
8 5 '
｡ 本章で は , 細胞内の 活
性金属錯体種を明 ら か にす る目的で , これ ら キ レ ー ト化荊 , な らび に , Cu(Ⅰ)に
特異的なキ レ ー ト化期ネオ ク プ ロ イ ン (ⅣC)が , 培養癌細胞のDⅣA合成お よぴ増殖
に い か に影響す る か を検討 した結果に つ い て 述べ る o
6 - 1 実 験 村 料 な ら ぴ むこ 方 法
1) 化合物
B L酌ま, BL M
- A2を用 い た ｡ B LM-Fe(ⅠⅠ)とB LM
-Fe(ⅠⅠⅠ)紘 , 用 時, 等モ ル のB LM
および硫駿第 一 鉄 ま たは塩化第二 鉄の水溶液を混和 し七調製 した o P H EW, D IP Yは
半井化学 (京都)か ら , (6- 3H)チ ミヂ ン(5 C i /ru m ol)はThe Rad io Che mic al
ce nte r (Am e r sba m) か ら購入 し た ｡ こ れら の化合物は , 以 下で 述べ る培養液 にて
溶解 した ｡ BLM鉄錯体は 調製 した水溶液を培養液で 所定濃度に希釈 した o
2) D ⅣA合成阻害の 検討
ラ ッ ト腹腔内か ら腹水肝癌AH66細胞を採取 し , 氷冷した生 理食塩 液にて3回遠
6 3
心分離に よ り洗浄し た ｡ こ の細胞を , 10%仔牛血清 (阪大微研 , 大 阪) を加えた
Eagle
,
s ME 帽培養液 (日水薬薬 , 束京) に1 x lO6 個/1. 7 rnlとな る よう に浮遊
し , 37 ℃ で30分間前培養 した o こ の細胞浮遊液にBLは溶液0･05mlと キ レ ー ト化
耕溶液0. 2 rnlを加え , 37 ℃ で30分間培養 し た o 次い で , (
3
H)チ ミ ヂ ン 溶液0･05ml
(1FLC i)を加え , 更に30分間培養し た D その後 , 第1葦で 記 した よ う に , 氷冷し
た10%トリ タ ロ ル 酢酸2 mlを加えて (
3
H)チ ミ ヂ ン の取り込み を停止 し , 細胞を洗
浄した後に酸不溶性画分 の放射活性を測定 した ｡
3) HeLa S｡細胞に対す る増殖阻害の検討
第1葦で 述べ た よ う に細胞の培養と薬剤処 理を行 い , 増殖阻害度を求め た ｡
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6 - 2 B L M の D N A 禽 威 阻 害 清
一 性 に 対
す る 且 - プ ユ ニ サ ニノ ト m リ ニノ , ネ コ針 タ ブ 四
ィ ニノ お 』こ び 2 , 2
′
- ヂ ビ リ ヂ }L/ の 影 響 ,
な ら び に , 増 殖 阻 害 清
一 性 に 対 す る
旦
- プ ェ サ ニノ ト ロ リ ニノ の 影 響
ラ ッ ト腹水肝癌A H66細胞のDN A合成に対す るmf
- BLMの 阻害作用 を , PHE Nの 存在
下 また は非存在下 に お い て 検討 した ｡ 結果をF ig･35 に示す o mf
- B L鵬 , PH ENの非
存在下 に お い て , 著明 にD NA合成を阻害 し た o P H ENも また , m 卜 BL Mの 非存在下 に
ぉ い てD N A合成を阻害 した o こ の m 卜B LMのDNA合成阻害活性は , 0･ 05mMのP H EⅣの
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存在下 に お い て完全 に抑制され た o 一 方, p H ENに よ るDN A合成阻害は , 0. 067rDM
のrn卜B LMに よ る影響を全く受けなか っ た o
同様の実験をCu(Ⅰ)の 特異的キ レ ー ト化 剤で あり , P H ENをジ メチ ル化 したアナ
ロ グで あるⅣCを用 い て 行 っ た ｡ F ig.36 に示す よう に , N Cは , そ れ自身でPH EⅣと 同
様にDN A合成を阻害 した が, rn卜B LMのD N A合成阻害活性は 抑制 しな か っ た o し か
しな がら , PflE Ⅳと 同様にFe(ⅠⅠ)に対し比較的高い 親和性を有す るD IP Yは , rnf- B LH
の活性を完全 に抑制 した(F ig. 37)｡
0. 067rnMのrBf -B L M, B LM-Cu(ⅠⅠ), B LM-Fe(Ⅰ)お よ びB LN-Fe(ⅠⅠⅠ)に よ るDⅣA合
成阻害活性を , 更 に低濃度のPflE Ⅳの存在下 にお い て 検討 した o F ig.38 に示す よう
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に , mf- B LMお よびB L M- Cu(ⅠⅠ)のDⅣA合成
阻害活性は , PfiE Ⅳの 濃度が増加す る と共
に抑翻され , 0. 0125mMの濃度で ほぼ完全
に抑制され た o 一 方 , B LM- Fe(ⅠⅠ)とBL M-
Fe(ⅠⅠⅠ)の活性 は, P HEⅣの濃度の増加 と
共 に抑制を受けたも の の , 0. 0125 およぴ
o. o25mMの 濃度 に お い て も , 高 い 阻害活
性を維持 した ｡
次に , HeLa細胞 に対す るm 卜BL Mの増殖
阻害活性に , P H EⅣが い かに影響す る か を
検討 し た ｡ 結果をF ig. 39 に示す ｡ mf- BL M
は , PHENの非存在下 に お い て , 濃度依存
的に日eLa細胞の 増殖を阻害 した o P HE Ⅳは ,
5J川 の濃度で著明 に細胞増殖を阻害 した
が, そ の 阻害作用 が軽微な2.5p･Mの濃度
で , rn卜BL Mの増殖阻害活性を抑制した o
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6 - 3 要 約 な ら ぴ むこ 考 察
1) 要 約
Fe(ⅠⅠ)iこ対 し比較的高 い 親和性を有す る キ レ ー ト化謝で あるP8 E ⅣとDIP Y, なら
び に , Cu(Ⅰ)と特異 的な錯体を形成す るⅣCを用 い て , B L 河のD NA合成阻害搾用に
対す る こ れらキ レ ー ト化剤の影響を検討 した . mf
-BLMは , ラ ッ ト腹水肝癌ÅH66細
胞のDⅣA合成を阻害 した ｡ PH EⅣ, DI PYお よぴⅣCも ま た , それ ら自身でDⅣA合成阻
害作用 を示 した ｡ m 卜BLMの 阻害活性 軌 P 打ENお よびD IP Yに よ り抑制 されたが , N C
に よ っ て は抑制され な か っ た o Tn卜BLMは , こ れ らキ レ
ー ト化却 の 阻害作用 に影響
を与 えな か っ た . B LM- Cu(ⅠⅠ) の活性もP HEN に よっ て 抑制 された が , BLM
- Fe(ⅠⅠ)お
6 7
よぴB L M- FeくⅠⅠⅠ)は , やや活性の抑制を受 ける も の の , 高 い 活性を維持 した ｡
mf-B LMのfleLa S｡細胞 に対す る増殖阻害活性 も , P HE Nに よ り抑制さ れた .
以上 の結果は , 細胞内で活性発現に関与す るBLMの金 属錯体が , 鉄錯体で ある
こ とを示 唆す る o
2) 考 察
p HEN, DIPYお よぴⅣCは , 用量 依存的にA H66細胞のD NA合成を阻害 し , また ,
pH EⅣは , HeLa細胞の増殖を阻害 した ｡ こ れ らの キ レ ー ト化剤は , 抗腫癌効果
B 6 )
お よび抗菌効果8 7 )を示す こ と が知られて お り , ま た, PH EⅣは , 動物細胞のDⅣA
合成を阻害す る と報告されて い る
8 8 〉
o こ れ らの キ レ ー ト化剤自身の細胞に 対す
る作用 の他に , P 托ENお よぴDI PYは , BL Mの括牲に対 して抑制効果を示 した o PH EW
は, m 卜BL MのA H66細胞に対す るDN A合成阻害活性ならび にHeLa細胞に対す る増殖
阻害活性を抑制 した o 第1葦で述べ たよ う に , B L柑の 各種アナ ロ グのDN A合成お
よび細胞増殖 に対す る 阻害活性は , 立 地 のDNA鎖切 断活性と良 い 相関を示す D
したが っ て , 上 述の 結果は , rn卜BL Mが , P H EⅣまた はDIP Yに よ っ て 捕捉され得る何
ら かの金属イ オ ン と錯体を形成 し , そ の錯体がDⅣA鏡を切断し , そ の結果D ⅣA合
成お よび細胞増殖が阻害さ れる こ と を示 唆す る o B LM
-Cu(ⅠⅠ)のDNA合成阻害活性
も またPH ENによ り抑制さ れた o こ の結果は , BL M
- Cu(ⅠⅠ)が , こ れ ま で述べ て き た
mf -BL畦 成機作に よ っ て , 細胞内でm 卜B LMと なる こ と を示 唆して い よう o
既に述べ たよ うに , BL M鉄錯体に加え , Mn(ⅠⅠ)錯体
3 D- 3 2'
,
V O (I V)錯体3 3 '･
cu(Ⅰ)錯体 3 4 )お よ びco(ⅠⅠ)錯体
8 2 'な どが , 立 地 でDⅣA鏡を切断す る と報
告されて い る Q PH ENお よびDI PYは, Fe(Ⅰ)と安定性の高 い 錯体を形成す るが , こ
れらlま, 他の金属イ オ ン と も錯体を形成す る
8 4 '
｡ 上 述のB LMの 金属錯体の なか
で , BLM
- Co(ⅠⅠ)汰 , DNA鎖を切 断するため に紫外線を必要と し , 培養癌細胞およ
び動物実験腫癌に対 して は抗腫癌効果を示 さな い
6 8 )
o B LM
- Cu(Ⅰ)の 活性に関 し
て は , 鈴木ら8 9 ,が追試を行い , 観察され たDⅣA鎖切断活性が , Fe(ⅠⅠⅠ)に特異
的な キ レ ー ト化剤で あ るデ フ ェ ロ キサ ミ ン で 阻害され ･ Cu(Ⅰ)に特異 的な キ レ
ー
ト化剤で ある バ ソ ク プロ イ ン で は 阻害 され な い こ と か ら , B LM
- Cu(Ⅰ)は , DN A鎖
切断活性を持たな い と結論した ｡ BLM
-Cu(Ⅰ)を活性錯体と結論 した冥放で は 3
4 '
,
6 8
DT Tの 存在下 , B LM-Cu(ⅠⅠ)とD N Aと を反応 して い る こ と か ら , 第4葦 で 示 し たよ
うに , 反応申 にm卜BL Mが生成 し , それが , 反応液中に混在す る 鉄イ オ ン と錯体を
形成し たため , 見 か け上活性が観察さ れた可能性があろ う ｡ 本章の研究 に お い て
も , Cu(Ⅰ)に特異 的な キ レ ー ト化潮で あるN Cは , m 卜B LMのD別■A合成阻害活性 を抑
制し なか っ た o 以 上 の こ と か ら , B LM-Cu(Ⅰ)を細胞内でDN A鎖切断に 関与す る活
性金属錯体と考え る こ と は極め て 困難で あ る o
B LM-Fe(ⅠⅠ)お よびB LM-Fe(ⅠⅠⅠ)は , PH EⅣの存在下 に お い て もD ⅣA合成阻害活性
を示 した o こ の 結果は , B LMの各種金属錯体の な かで , BL M鉄錯体が , 細胞内の
活性錯体で あ る こ と を示唆す る も の と思 われ る ｡ B LM-Mn(ⅠⅠ)と酸素3 0 ), B L M-
Mn(ⅠⅠ)とH20, 3 1 ', お よぴ , BL M- VO (ⅠⅤ)とH,02
コ3 ) の示すDNA鏡切 断活 性は , そ
れぞれ , BL M鉄錯体の 活性の約1/10, 1/30- 100, およ び , 1/50 と報告さ れて い
る ｡ 更 に , マ ン ガン 9 0 )とバ ナ ジウ ム
9 】 ' の 動物組織内の含量 は , 鉄に比 べ 極め
て低く , また , PH E NとD IP YのFe(ⅠⅠ)錯体の 安定度定数は , そ れ ら のMn(工Ⅰ)錯体に
比 べ て は る か に高 い B 4 ' ｡ こ れ らの事実は , B LMの生物活性発現 に寄与す る細胞
内活性錯体と して , BL M鉄錯体が最も妥当で あ る と い う結論を支持す るも ので あ
ろう ｡
B LM鉄錯体は , P H ENの存在下 に お い て も高 い 活性を示 し たが, そ の 活性 はあ る
程度抑制され た o こ の抑制は , B LM申の 一 部の鉄イ オ ン が, 培養液中または細胞
内でPHEN に よ り奪わ れた こ と に よる も の と思われ る ｡
以上述 べ た研究結果お よび考察 か ら , BL河の細梅内活性錯体は , BL 肘鉄錯体で
あ る と結論され る ｡
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総 括
B L酌ま , 梅沢 らに よ り1962年に発見さ れた 1 )o 以来25年を経て , そ の作用機作
研究 は著 し い 進歩を遂げ , D ⅣA負切断反応に 関す る理解は , 今や , 分子 レ ベ ル に
まで及 ん で い る ｡ 一 方 , 作用機作研究 の 当初か ら問題 とな っ て い たB LM-Cu(ⅠⅠ)の
抗鹿癌効果および毒性の発現磯作 に つ い て は , 本研究以 前には 皆無で あ り , ま た
そ の後の 報告も数少 な い 5 7 , 6 4 )D 本研究 は , BLM -Ctl(ⅠⅠ)が細胞内に取 り込 まれ ,
D ⅣA鎖を切 断し得る 括牲金属錯体と なる ま で を対象 と して 行われ た ｡ また , その
研究 の基 盤 と して , D N A鏡切断作用 が, 生物活性発現の 基本的作用機作で あ る か
どうか を併せ て 検討 した ｡ 瞭床用m 卜BL Mは , 投与後血中でB LM- Cu(ⅠⅠ)に なる と推
定さ れ るヲ7 ･ 38 'o した が っ て , 本研究 は , BLMのiB 里_皇ヱ旦作用機件の 研究 と も言
え る ｡
以下 に本研究結果を捻括す る ｡
B LMの抗腫癌作用 お よび毒性は , そのDⅣA負切断作用 に よ り発現す る と緒論さ
れた (第1葦) ｡
第2葺か ら第6章に か けて述べ た研究結果 から , BL柑- Cu(Ⅰ)が抗腰痛効果お よ
び毒性を発現す る作用機作は , F ig. 40 の よう に ま とめ られ る o
B LN-Cu(ⅠⅠ)の 活性発現の過程は , 国中の(A)の部分 に示す反応 か ら始ま る ｡ 即
ち , B LM- Cu(ⅠⅠ)中の銅 が, 国中で Ⅹ で 示す細胞内の 還元性物質 , 主 と して 低分子
量s郎ヒ食物に よ り還元 され てB LMカ､ら遊離し , そ のCu(Ⅰ)が, 国中で M で 示すMT,
A DHなど のポ リ チオ ー ル 蛋白質 に捕捉され , そ の結果rn卜BL Mが生 成す る (第2章
- 第4章) o こ の m 卜B LMは , Fe(Ⅰ)と錯体を形成 し , 酸素の存在下図 に示すB L粗
鉄錯体の 酸化還元サ イ ク ル に 入 っ てDⅣA鏡を切 断す る (第6葦) ｡ ま た, 国中の
(B)で 示す よう に , BL M
- Cu(ⅠⅠ)の還元 に よ り 一 過性に生成す るB L M- Cu(i)は , 不
活性なBL M- Fe(ⅠⅠⅠ)をBL N- Fe(ⅠⅠ)に還元す る こ と に よ っ て , B LM鉄蹄体の 酸化還
元サ イ ク ル に関わ る可能性がある (第5章) o 以上 が, 無細胞系でDN A巌切断作
用を示 さ な いBL M- Cu(ⅠⅠ)が , 培養細胞およ び実験動物腫癌 に対 し て , m 卜B LMと 同
様に抗腫癌効果を発現す る機作で ある と結論さ れる ｡ また本研究に お い て , こ の
mf -BLM生成機作が実際に細胞内で働 い て い る こ と , な らび に , 各種癌細胞は , 本
棟件に よ っ てrn卜B L Mを生成 し得る こ と が示 唆さ れた ( 第3章) ｡
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1 D)
. こ の事実は , 本研究 に よ り
以下 の よう に説明され る o 少量投与の場合 , rn卜BL Mは血 中にてBL M
-Cu(ⅠⅠ)と なる
が 7 ･ 3 8 ), 毒性試験の大量投与 に お い て は , そ の大部分 が , m 卜B L Mの ま まで細胞
内に取り込 まれ る と推定きれ る o した がっ て , B LM
I Cu(ⅠⅠ)とrnf -BL M の毒性の差に
は , BL M- Cu(ⅠⅠ)を mf- BL附こ変換す る模作が関わ っ て い る と考え られ る o 先ず , 上
述の機作のう ち , CuくⅠ)がポ リチ オ ー ル蛋白質 に籍合する が , そ れ らの蛋白質の
幾つ か は , その結合に より失活する可能性がある (第4章) ｡ 次に , 好気的条件
下で は , 国中で (C)で 示す よう に , Cu(Ⅰ)お よぴB LM {u(Ⅰ)と酸素 との 反応に よ
り ス ー パ ー オ キ サ イ ドが生成 し , 各種の細胞障害性の 活性酸素が生成す る可能性
7 1
があ る (第5章) o 大量 のB L村-Cu(ⅠⅠ)が取り込 まれ た場合は , Cu(Ⅰ)結合蛋白質
が不足 し , B LM- Cu(ⅠⅠ)を還元 し得る成分 が枯渇す る まで , こ の活性酸素産生 のサ
イ ク ル が進行す るも の と思われ る ｡ こ の還元性成分 の枯渇も , 細胞機能の低下 に
結び つ くで あ ろう o 以 上 が , B LM-Cu(ⅠⅠ)がmf
- B LMよ り強 い 毒性を示す原因と推定
さ れる ｡
治療量 を投与 した場合, mf- B L削ま血中 にて 不活性なB LM
-Cu(ⅠⅠ)と なり , 細胞内
に取 り込 まれ た後 に , 上述の機作に よ っ て 抗腫癌効果を発現す る ｡ こ の点で ,
BL M- Cu(ⅠⅠ)は 一 種の プロ ドラ ッ グと考え る こ と もで き る . BL 的
- Cu(ⅠⅠ)は , そ の錯
体の安定性の故 に , 化学的に極めて 安定な化合物で あ る ｡
一 方 , B LMの活性金属
錯体で あるB LM- Fe(ⅠⅠ)は不安定で あり , 酸素の存在下 , 自ら が活性化 した酸素に
ょ っ て 分 解を受 ける 2 D )o した が っ て , Tnf -BLMb
t
l
'
, 血 中でB LM-Cu( ⅠⅠ)に変換す る
こ と は , 投与後に分解を受ける こ と なく標的で あ る癌細胞に到達す る点で , 薬効
発現上 の 意味があろ う ｡
本研究で 明 らか に したmf- BL Mの生成機作は , こ の 熱力学的に 極め て 安定なBL M
‾
cu(ⅠⅠ)を , 反応動力学的に , 還元反応 に よ り不安定化 して 血f
- BL Mとす る点に特徴
があ る ｡
以下 に , 本研究結果の要点を各章ご と に示す ｡
(第1章)
B LMの誘導体で あ るPE Pと そ の各種アナ ロ グを用 い て ･ 無細胞系のD NA農切断
活性 , 培養細胞系のDNA合成お よび増殖阻害活 胤 な らびに ･ マ ウ ス に対する急
性毒性を比較 した ｡ そ の結果 , 各種ア ナ ロ グの活性の 強度と その ア ナ ロ グ間 の顔
序は, 各活性お よ び毒性の 試験系の 間 で極め て 良く相関 した ｡ こ の 結果か ら,
B L削ま, そ のDNÅ鏡切断作用 に より坑腫癌効果お よび毒性を発現する と結論され
た ｡
(第2 葦)
無細胞系で , m 卜BL M, B LM- Fe(ⅠⅠ)お よぴB LM
- Cu(ⅠⅠ)のDN A巌切 断活性を比較 し
た ｡ その 結果 , B LM- Fe(ⅠⅠ)のみ にD NA親切 断活性を認 め た o 培養細胞系で mf
-B L 粥
とBL M- Cu(Ⅰ)の生物活性を比較 した . B LM
-Cu(ⅠⅠ)は , mf -BLMと 同様 にDNA弟切断
活性 , D NA合成阻害活性お よび細胞増殖阻害活性を示 した q 以 上 の琴果か ら ･ 無
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細胞系で不 活性なBL 柏-Cu(ⅠⅠ)紘 , 細胞系で は mf -B LMと 同様にD N A鎖切 断作用 によ
り生物活性を示 す と結論され た o
BL M-Cu(ⅠⅠ)の 細胞内DN A負切断活性は , 細胞をCuSO.で前処理 す る こ と に よ り
抑制され た o こ の 蘇果 か ら , 細胞内鋼親和性物質 が, B L紺-Cu(ⅠⅠ)申の鋼を奪う こ
と に よ りm 卜BL河が生成す る と推定され た ｡
CM- Sephade x C
- 25 カ ラ ム クロ マ トグラ フ ィ ー を用 い たm 卜BLMとBL M- Cu(ⅠⅠ)と の
分離定量方法を確立 した . B LM- Cu(ⅠⅠ)と ラ ッ ト腹水肝癌AH66細胞の ホ モ ジ ェ ネ ー
トと をイ ン キ エ ペ ー 卜 し , 本法 によ り分析 した と こ ろrn卜B LMの生成を認め たo 本
カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ - の未吸着涜出分画をSephade xG -75 カ ラ ム クロ マ トグ
ラ フ ィ ー にて分 析 したと こ ろ , B LM- Cu(ⅠⅠ)か ら除かれ た銅は, 高分 子量成分と と
もに溶出 された ｡
(第3 章)
A H66細胞の サ イ トゾ ー ル を用 い , BL M- Cu(ⅠⅠ)がrn卜B L削こ変換さ れ る機作を検討
した o B L M- Cu(ⅠⅠ)とサ イ トゾ ー ル をⅣCの存在下反応す る と , NCのCu(Ⅰ)錯体が生
成 した . こ の 時, mf- BLMとCu(i)の生成量 は ほ ぼ当量 で あ っ た o こ のB L材-Cu(ⅠⅠ)
申の銅の還 元は , 主と して 低分子量sH化合物に よ り生 ずる こ と が明 か とな っ た o
還元 さ れた ｡ こ の 還元 に よ りB LMカ､ら遊離 したCtl(Ⅰ)は , 一 癖の 荷電状潜の ま ま
高分子量細胞成分 に結合 して い た o こ の細胞成分 はSH蛋白質で あり , そ のSH基 を
介 してCu(Ⅰ)を結合す る こ と が明 かと な っ た ｡
AB66細胞の サ イ トゾ - ル に よるBL 河I Cu(ⅠⅠ)申の銅の還 元は , 0 ℃で は ほ と ん ど
進行 しな か っ た ｡ また , AtI66細胞に対す るB LM-Cu(ⅠⅠ)の細胞内DN A親切断作用
は , 0 ℃ で の薬剤処理 で は発現 しなか っ たが , そ の処理細胞を洗浄 し た後に37 ℃
で培養す る こ と に よ っ て発現 した o こ の賭果か ら , BLM
- Cu(ⅠⅠ)申の銅の還元 か ら
始まる上述のrn卜BL M生成機作が細胞内で 働 い て い る も の と推定 され た B ヌ
ー ド
マ ウ ス 移植各種ヒ トお よびイ ヌ 腫癌のサ イ トゾ ー ル とBL 拘
- Cu(ⅠⅠ)と をイ ン キ エ ペ
ー 卜す る と , CM- Sephadexカ ラム の未吸着涜出分画申の鍋倉量が増加 した o こ
の 増加は , S口阻害剤で あるⅣE附こよ っ て 阻害さ れ た o こ の舷果か ら , 各種癌細胞
は , SH化合物お よびS日蛋白質の 関与す るmf- BL 珂生成機作を有 して い る と推定さ れ
た ｡
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(第4 章)
cu(Ⅰ)結合SH蛋白質の性質 に つ い て , 鹿知のS H化合物お よびSH蛋白質を用 い て
検討 し た o D T TとB LM- Cu(ⅠⅠ)と の反応に よ り m卜BL Mカー 生成 した o し か し , シ ス テ
イ ン と の反応で は そ の生成を認 め なか っ た ｡ し か しな がら , シ ス テ イ ン の存在下
M Tま たはA DHと反応す る こ と に よ っ て , rn卜B LMの生成を革め た o シ ス テ イ ン によ
り還元 的 に遊離 し たCu(Ⅰ)は , M Tに結合 して い るZn(ⅠⅠ)お よびC d (ⅠⅠ)と置換する
こ と に よ っ てM Tに結合する こ と が明か と な っ た o M TがBL 姐- Cu(ⅠⅠ)か ら遊敢 した
cu(Ⅰ)を結合す る こ と は , C dCl2でM Tを誘導 した ラ ッ ト肝臓の サ イ ト ゾ ー ル と
B LM-Cu(Ⅰ)と の反応 にお い て も 明らか に さ れた . M T非誘導ラ ッ ト肝臓サ イ トゾ -
ル とBL M- Cu(ⅠⅠ)と の反 応にお い て は , Cu(Ⅰ)を溶合す る蛋白質の 一 部 がZn蛋白質
で あり , Cu(Ⅰ)とZn(ⅠⅠ)と の置換の起こ っ て い る こ と が示唆され た o 以上 の結果
か ら , M T, A DHの よ うに複数の チ オ ー ル基 を醗位子 と して 有す るSH蛋 白質が, 細
胞内でCu(Ⅰ)の 捕捉剤 と して働くも の と推定 された o
(第5葦)
B LM-Cu(ⅠⅠ)と シ ス テ イ ン と の反 応に よ っ て , ス ー パ ー オ キサ イ ドの産生 した o
こ の産生 は , B L M- Cu(II)と シ ス テ イ ン との 反応 に より
一 過性に生成す るBL M-Cu(Ⅰ)
ま たはそ れ から遊離す るCu(Ⅰ)と酸素と の 反応 に よ り生ずる と推定 さ れた ｡
B LN-Cll(ⅠⅠ)と シ ス テイ ン は , B LMのD N A鎖切 断反 応を促進した o SO Dは こ の促
進を抑制しな か っ た . こ の促進効果は , B L村
-Fe(ⅠⅠⅠ)の活性化 に よ る こ と が明か
と な っ た o､そ の活性化 の機作は , BLM-Cu(Ⅰ)に よ るB LM
- Fe(ⅠⅠⅠ)のB L M- Fe(ⅠⅠ)ヘ
の 還元で ある と結論 された ｡
( 第6章)
細胞内に お けるBL 村の活性金属錯体種に つ い て検討 した ｡ AH66細胞 に対す るm 卜
B LMのDN A合成阻害活性は, Fe(ⅠⅠ)に比較的高 い 親和性を示すp H EⅣお よぴD IP Yに
ょり完全 に抑制され たが, Cu(Ⅰ)特異的なN Cに よ っ て は 抑制を受けな か っ た ｡ BL M
‾
cu(ⅠⅠ)の 括性もPHE Nに よ り完全 に抑翻 され たが , B L河
-Fe(ⅠⅠ)お よぴB LH ザe(ⅠⅠⅠ)
は , ややその 活性の 抑制を受ける もの の , 高 い 活性を維持 した o ま た , P H馴ま ,
mf- BLMのHeLa細胞に対する増殖阻害活性も抑御 した o 以 上の 結果か ら , BLMが生
物活性を発現す る ため の細胞内活性金属錯体は , 鉄錯体で あ る と推定された o
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